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1. Introduzione 
 
 
 
1.1 Epidemiologia dell’epatite B e scoperta dell’HBV 
 
Il virus dell'epatite B (Hepatitis B Virus, HBV) è l'agente eziologico dell'epatite B 
nell'uomo, una patologia, potenzialmente fatale, che può determinare un'infezione acuta o 
cronica. Nella maggior parte dei soggetti l'infezione acuta decorre asintomatica, anche se 
alcune persone possono mostrare febbre, astenia, vomito, dolori addominali ed ittero, 
mentre nello 0,5% dei soggetti può avere un esito letale (epatite fulminante). Generalmente 
gli adulti eradicano il virus entro sei mesi dall'infezione, mentre, in una minoranza di 
pazienti (<5% dei casi) l'HBV può determinare un'infezione cronica. Questi soggetti 
possono sviluppare, nel corso della loro vita, conseguenze anche severe come la cirrosi, il 
carcinoma epatocellullare (HepatoCellular Carcinoma, HCC) ed infine lo scompenso 
epatico (Seeger C e Mason WS, 2000). Al contrario, l'infezione contratta nei primi anni di 
vita ha una probabilità molto maggiore di determinare una patologia cronica, infatti, l'80-
90% delle infezioni perinatali o contratte nel primo anno di vita evolve verso la cronicità 
(WHO, 2014).  
L'HBV è stato scoperto da Blumberg e suoi collaboratori nel 1965. Questi identificarono 
nel siero di un aborigeno australiano un antigene (allora denominato antigene Australia e 
attualmente noto come HBsAg, Hepatitis B Surface Antigen) che reagì con un anticorpo 
(adesso noto come anti-HBs) presente nel siero di un soggetto emofilico (Blumberg BS et 
al., 1965), inoltre, notarono che un tecnico del loro laboratorio, che aveva lavorato con tali 
sieri, sviluppò un'epatite acuta. Queste evidenze, nel loro complesso, portarono ad 
identificare nell'HBV l'agente eziologico dell'epatite B, scoperta che valse a Blumberg il 
premio nobel per la Medicina, nel 1976. Nel 1970 fu identificato l'intero virione maturo, da 
Dane e collaboratori, che descrissero, grazie all'uso del microscopio elettronico, la 
presenza di particelle virali del diametro di 42 nm (adesso note come “particelle di Dane”) 
nel siero di soggetti infetti (Dane DS et al., 1970). Negli anni 70' e 80' fu' identificato 
l'antigene solubile “e” (Hepatitis B e Antigen, HBeAg) e sequenziato l'interno genoma 
virale. In seguito, nel 1983, fu sviluppato il primo vaccino in grado di indurre 
un'immunizzazione protettiva verso l'HBV, denominato dall'Organizzazione Mondiale 
della Sanità (World Health Organization, WHO) “il primo vaccino contro il cancro” 
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(Halegoua-De Marzio D e Hann HW, 2014), in riferimento allo stretto legame tra HBV e il 
carcinoma epatocellulare.  
Dalla scoperta dell'HBV ad oggi, la conoscenza del virus e la comprensione dei 
meccanismi patogenetici sono aumentate notevolmente. Nella lotta contro l'epatite B sono 
stati ottenuti buoni risultati, grazie ai programmi di vaccinazione universali ed a quelli di 
screening. Inoltre, sono stati sviluppati farmaci antivirali, seppur con un limitato successo. 
Ma nonostante ciò l'HBV è tuttora ritenuto un agente patogeno pericoloso, correlato ad una 
patologia severa ed è pertanto un problema predominante della salute pubblica mondiale. 
Si stima che nel mondo oltre 2 miliardi di soggetti (cioè da un quarto a un terzo della 
popolazione mondiale) siano stati infettati con l'HBV e che oltre 350 milioni di persone 
presentino un'infezione cronica, di cui il 75% residente nel Sud Est Asiatico (Merican I et 
al., 2000, Hui CK et al., 2007). Secondo l'Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO, 
2014) 780.000 di persone muoiono, ogni anno, per complicazioni determinate dall'epatite 
cronica sostenuta da HBV; quest’ultime, infatti, occupano il nono posto nella scala 
mondiale come causa di morte. Basti pensare che i soggetti con infezione cronica 
presentano una probabilità 100 volte maggiore di sviluppare l'HCC, se confrontati con 
soggetti non infettati (Yuen MF et al., 2009).  
La prevalenza dell'epatite B varia notevolmente nelle differenti aree geografiche 
raggiungendo il massimo, fino al 20%, nell'Africa sub-Sahariana e nell'Asia Orientale. 
L'Europa orientale e l'India sono regioni ad endemia intermedia, con sieroprevalenza tra il 
2% e il 7%, mentre l'Europa occidentale, il nord America e alcune regioni dell'America 
centrale e latina presentano una bassa endemia, prevalenza inferiore al 2% (Pourkarim MR 
et al., 2014, WHO, 2014).  
L'Italia fino agli anni '80 era considerata una regione ad endemia intermedia, 
successivamente si è assistito ad una forte riduzione dell'incidenza dell'epatite B, tanto che 
la rilevazione effettuata dal SEIEVA (Sistema Epidemiologico Integrato dell'Epatite Virale 
Acuta, organo cui l'Istituto Superiore di Sanità ha affidato la sorveglianza delle epatiti 
acute, SEIEVA) ha messo in luce che la prevalenza dei portatori cronici di infezione da 
HBV nel 2013 era dello 0,9% (Figura 1). 
Al cambiamento epidemiologico hanno contribuito vari fattori tra cui il miglioramento 
delle condizioni igienico-sanitarie ed economiche, lo screening in gravidanza delle madri 
infette e la profilassi nei neonati da madri HBsAg positive, lo screening del sangue usato 
nelle trasfusioni, una campagna educativa sull'infezione e le modalità di trasmissione e, 
non per ultimo, l'introduzione della vaccinazione obbligatoria, nel 1991, per i neonati ed i 
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bambini fino ai 12 anni. Attualmente tutti i nati dopo il 1981 sono potenzialmente immuni 
e quindi non suscettibili ad infezione da HBV, tanto che l'Epatite B nei giovani sotto i 30 
anni è praticamente scomparsa, infatti le nuove infezioni si verificano in giovani adulti non 
vaccinati, prevalentemente nella fascia d’età 35-54 anni (SEIEVA, Figura 1). 
La copertura vaccinale è estremamente importante in considerazione anche delle possibili 
implicazioni conseguenti alla globalizzazione, che presenta sia flussi migratori da aree ad 
alta-intermedia endemia (come l’Europa orientale, il Nord-Africa e l’Estremo Oriente) sia 
un alto numero di viaggiatori che si recano in zone endemiche. Tutto ciò potrebbe ricreare 
un bacino potenziale per la diffusione dell’infezione.  
 
 
 
Figura 1. Tassi d’incidenza (x100.000) dell’epatite B per anno di notifica (1985-2013), 
(SEIEVA). 
 
 
 
L'obiettivo della WHO è l'eradicazione dell'HBV, traguardo che tecnicamente sembrerebbe 
facilmente raggiungibile grazie al programma internazionale di vaccinazione, considerato 
anche che un successo simile è già stato ottenuto con il pox virus, l'agente eziologico del 
vaiolo. Tuttavia il problema principale dell'eliminazione del virus dell'epatite B risiede nel 
numero estremamente elevato (oltre 350.000) di soggetti portatori di infezione cronica; 
solamente quando questi saranno curati, naturalmente o con trattamenti adeguati, sarà 
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possibile eradicare il virus. Oltretutto, si ritiene che il numero dei soggetti con infezione 
cronica da HBV sia sottostimato per la presenza di infezione occulta (Occult B Infection, 
OBI). In queste persone la replicazione virale e l'espressione genica sono fortemente 
inibite, per cui sfuggono allo screening generale basato sulla ricerca dell'antigene HBsAg. 
Tuttavia questi soggetti sono ugualmente in grado di trasmettere l'infezione (Alavian SM et 
al., 2011). Per di più, i costi elevati del programma di vaccinazione ne hanno limitato 
l'introduzione nei Paesi più poveri, che, purtroppo, sono anche quelli ad elevata prevalenza. 
Infine, la vaccinazione non è efficace per infezioni già in atto e la sua capacità nel 
prevenire la trasmissione dell'infezione perinatale (da madre infetta al nascituro) è 
solamente del 90% (Stevens CE et al., 1985). A tutto ciò deve aggiungersi che sono stati 
descritti virioni mutanti in grado di sfuggire all'effetto neutralizzante degli anticorpi indotti 
dalla vaccinazione.  
 
 
 
1.2 Trasmissione dell'infezione e prevenzione 
 
L'HBV è presente nelle principali secrezioni umane, per cui può essere trasmesso per via 
parenterale (trasfusioni di sangue, iniezioni, ma anche pratiche estetiche come piercing e 
tatuaggi, tecniche ortodontiche), sessualmente, dalla madre al nascituro durante il parto 
(infezione perinatale) e recentemente sono state descritte infezioni in seguito al contatto 
con lacrime, urine e saliva infette. Inoltre, dato che il virus è in grado di sopravvivere 
nell'ambiente esterno fino a sette giorni, sono state riportate infezioni attraverso oggetti 
contaminati in soggetti che hanno contatti frequenti con pazienti con infezione cronica da 
HBV (Shepard CW et al., 2006). Proprio per questi motivi la WHO raccomanda di 
vaccinare tutti i neonati il prima possibile dopo la nascita, preferibilmente entro le 24 ore di 
vita. Inoltre, negli adulti la vaccinazione è fortemente consigliata in tutti i soggetti che 
appartengono a gruppi ad alto rischio d'infezione, come gli operatori socio-sanitari, i 
familiari di soggetti già infetti, e pazienti che devono ricevere frequentemente trasfusioni o 
emoderivati (WHO, 2014). 
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1.3 Il virus dell'epatite B  
 
L'HBV è un virus a DNA appartenente alla famiglia degli Hepadnaviridae, costituita da 
virus con spiccato epatotropismo, che presentano un ciclo vitale molto peculiare. Infatti, 
pur essendo virus a DNA replicano, come i retrovirus, attraverso un intermedio di RNA, 
che viene copiato in DNA da una polimerasi virale, nella sua funzione di trascrittasi 
inversa. 
I virus più affini all'HBV, che mostrano con esso un'omologia di sequenza del 70%, sono 
stati scoperti nella marmotta americana (Woodchuck Hepatits Virus, WHV) e nello 
scoiattolo arboricolo. Altri virus appartenenti alla stessa famiglia che mostrano una 
organizzazione genomica similare ad HBV, ma non omologia di sequenza, sono stati 
identificati in alcuni volatili, come le anatre (Duck Hepatitis B Virus, DHBV). (Summers J 
et al., 1978; Mason WS et al., 1980; Marion PL et al., 1980).  
Le ricerche sull'HBV sono complesse: sia per il ristretto spettro d'ospite del virus 
(circoscritto all'uomo e ai grandi primati, come lo scimpanzé), che di conseguenza preclude 
l’impiego delle normali cavie da laboratorio, sia per le problematiche esistenti nel 
riprodurre un modello d'infezione in vitro. Difatti, la coltivazione di linee cellulari primarie 
di epatociti è difficoltosa e solo recentemente sono state sviluppate linee cellulari 
immortalizzate in grado di supportare bene la replicazione virale. Quindi, gli altri 
hepadnavirus, insieme ai relativi ospiti naturali, sono stati, e sono tutt'ora, ampiamente 
usati come modelli animali per studiare la replicazione virale, l'interazione virus-ospite ed 
anche per lo sviluppo di agenti antivirali e nuovi trattamenti terapeutici.  
Il virione ha una struttura grossolanamente circolare, dal diametro di 42 nm, ed è costituito 
da un mantello di rivestimento esterno lipoproteico (envelope) formato dalle proteine di 
superficie (HBsAg) e da un nucleocapside interno a struttura icosaedrica costituito dalle 
proteine nucleocapsidiche (hepatitis B core antigen, HBcAg) (Dane et al., 1970). 
Quest'ultimo racchiude il genoma virale legato covalentemente alla DNA polimerasi virus 
specifica (Figura 2 A). L'HBV, considerando i virus in grado di infettare l'uomo, è tra i più 
piccoli esistenti in natura ed è per questo che il suo genoma è uno straordinario esempio di 
compattezza strutturale ed organizzativa. Infatti, il genoma dell’HBV è una piccola 
molecola di DNA, circolare, a doppia elica incompleta, di sole 3,2 Kb circa di lunghezza 
(relaxed circular DNA, rcDNA). Il doppio anello è formato da un filamento lungo a 
polarità negativa di dimensioni costanti (minus strand) e da un filamento corto a polarità 
positiva che può variare dal 15 al 60% della lunghezza della forma circolare (plus strand). 
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L’organizzazione genica è estremamente compatta, infatti le regioni codificanti (Moduli di 
Lettura Aperti, Open Reading Frame, ORFs) sono parzialmente sovrapposte permettendo 
così al virus di codificare, nonostante le piccole dimensioni, ben sette proteine (Figura 2 
B). 
 
 
 
 
 
Figura 2. A rappresentazione schematica della struttura del virione di HBV. B 
Organizzazione del genoma di HBV (Ezzikouri S et al., 2014). 
 
 
 
I quattro ORF sono tutti localizzati sul minus strand e ciascuno di essi è regolato da un 
proprio promotore, ma presentano un unico sito di poliadenilazione:  
• ORF preS/S (localizzato all'interno dell'ORF P) codifica per due m-RNA (2.4 e 2.1 
Kb) che sono tradotti nelle tre glicoproteine di superficie: Large (L), Middle (M) e 
Small (S), che costituisce l'HBsAg. Le tre glicoproteine dell'envelope condividono 
l'estremità carbossiterminale e mostrano una progressiva espansione 
amminoterminale. Infatti, la proteina M contiene l'intero HBsAg e presenta nella 
regione amminoterminale il dominio PreS2 (S+PreS2); a sua volta la proteina L 
contiene l'intera proteina M, oltre alla regione PreS1 (S+PreS2+PreS1). Le tre 
proteine, una volta tradotte, sono inserite nella membrana del reticolo 
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endoplasmatico cellulare dove si aggregano, per essere poi secrete all'esterno della 
cellula sia come virioni competenti, particelle di Dane (diametro di 42nm), sia 
come particelle difettive sferiche (diametro di 22 nm) o filamentose, le quali 
eccedono anche di 1.000-10.000 volte i virioni. L’elevata quantità di HBsAg 
circolante dà ragione dell’utilizzo in diagnostica dell’HBsAg per identificare i 
soggetti portatori di infezione da HBV. Le particelle filamentose prima di essere 
secrete si accumulano nel reticolo endoplasmatico rendendolo iperplastico, ciò a 
livello istologico determina i così detti epatociti a “vetro smerigliato” (ground 
glass), che sono più sensibili all'effetto citopatico mediato dall'interferone gamma 
(IFN-gamma). 
• ORF preC/C (parzialmente sovrapposto all'ORF P) codifica per la proteina 
nucleocapsidica, “core” (hepatitis B core antigen, HBcAg), per l’antigene solubile 
“e” o “pre-core” (hepatitis B e antigen, HBeAg) e costituisce anche l'RNA 
pregenomico (pregenomic RNA, pgRNA). La proteina pre-core appena sintetizzata 
è costituita dall'intero HBcAg oltre ad una sequenza che la indirizza al reticolo 
endoplasmatico dove subisce una proteolisi e viene secreta nel plasma come 
HBeAg. Il suo ruolo nel ciclo vitale di HBV deve essere ancora chiarito: alcuni 
studi hanno dimostrato che sia in grado di stabilizzare il nucleocapside formando 
eterodimeri con la proteina core (Chisari FV, 2000) e presenta, inoltre, proprietà 
tollerogeniche in grado di favorire la persistenza virale. 
• ORF P codifica per la polimerasi virale che presenta varie funzioni enzimatiche 
(trascrittasi inversa, DNA polimerasi DNA dipendente, ribonucleasi H) tutte 
essenziali nel ciclo replicativo del virus. 
• ORF X codifica per un m-RNA di 0.7 Kb che viene tradotto nella piccola proteina 
X (HBx), il cui ruolo nel ciclo biologico virale deve ancora essere chiarito. L'HBx 
non mostra omologia di sequenza con altri geni noti ed è presente solamente negli 
hepadnavirus che infettano i mammiferi. Studi recenti hanno dimostrato che tale 
proteina è essenziale per l’inizio e il mantenimento della trascrizione degli m-RNA 
dal DNA virale ed è coinvolta nell’acetilazione dell’HBV-DNA all’interno del 
nucleo cellulare dell’ospite (evento che rende il genoma del virus paragonabile ad 
un minicromosoma e che è alla base della sua persistenza, come illustrato 
successivamente) (Lucifora et al., 2011). Molto probabilmente la proteina X svolge 
un ruolo cruciale nell’oncogenesi HBV-relata avendo proprietà transattivanti sui 
geni degli epatociti deputati al controllo della replicazione cellulare, come p53 
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(gene oncosoppressore coinvolto nella riparazione del DNA cellulare) (Seeger C e 
Mason WS, 2000). 
 
 
 
 
Figura 3. Rappresentazione schematica delle proteine del virus HBV (Ezzikouri S et al., 
2014).   
 
 
 
1.4 Il ciclo vitale di HBV nell'ospite 
 
Il meccanismo con cui il virus entra nella cellula ospite non è ancora del tutto noto, tuttavia 
si ritiene che l'interazione virus/ospite sia mediata dal riconoscimento tra la regione preS1 
della proteina Large dell'envelope e uno o più recettori (ancora da identificare) presenti 
sugli epatociti (Chisari FV, 2000). Il virus, una volta penetrato nella cellula target, si libera 
del nucleocapside, transloca nel nucleo ed inizia la propria replicazione finalizzata alla 
produzione dei virioni competenti (Figura 4). In particolare, le proteine del nucleocapside 
non sono in grado di penetrare nel nucleo, ma presentano un segnale a localizzazione 
nucleare sull'estremità carbossi-terminale che è riconosciuto dai recettori nucleari cellulari, 
le importine alfa e beta. Ciò permette al capside di prendere contatto con l'involucro 
nucleare della cellula ospite e rilasciare il genoma virale nel nucleo attraverso il poro 
nucleare (Nuclear Pore Complex, NCP) presente sulla membrana stessa (Kann M et al., 
1999). 
Il primo evento nella replicazione del DNA è la conversione dell’rcDNA nella forma 
superspiralizzata (covalently closed circular DNA; cccDNA) mediante il completamento 
della doppia elica secondo un meccanismo ancora sconosciuto in cui si ritiene siano 
coinvolti sia enzimi cellulari di riparazione del DNA sia la DNA polimersi virale (Wei Y et 
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al., 2010). L'elica a polarità negativa del cccDNA funge da matrice sia per la codifica dei 
trascritti virali (m-RNA sub-genomici), atti alla sintesi delle proteine, che per la 
trascrizione dell'RNA pregenomico (pgRNA) che sarà lo stampo per la retrotrascrizione del 
DNA virale (Seeger C e Mason WS, 2000). La sintesi degli m-RNA sub-genomici avviene 
ad opera della RNA polimerasi II dell’ospite, mentre per la conversione del pgRNA in 
genoma viene impiegata la polimerasi virale. Il ruolo del cccDNA è particolarmente 
rilevante, in quanto il suo assemblaggio con proteine istoniche lo rende del tutto simile ad 
un minicromosoma ed in effetti costituisce il reservoir replicativo del virus, dal quale 
originano le riattivazioni virali. L'importanza di questo intermedio replicativo di HBV è 
evidenziata anche dall’osservazione che la conversione del'rcDNA in cccDNA avviene 
entro 24 ore dall'inoculo nel modello animale di DHBV (Mason WS et al., 1983).  
 
 
 
 
 
Figura 4. Rappresentazione del ciclo biologico del virus HBV nell'ospite (Zoulim F e 
Locarnini S, 2009). 
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Una volta sintetizzati i quattro m-RNA sub-genomici (3.5, 2.4, 2.1 e 0.7 Kb) sono esportati 
nel citoplasma dove sono tradotti in proteine e avviene l'assemblaggio dei virioni 
competenti. 
Il trascritto di 3.5 Kb svolge un duplice ruolo, infatti, funge da stampo per la traduzione 
della polimerasi virale e delle proteine core e pre-core, e costituisce anche l'RNA 
pregenomico. 
La traduzione della polimerasi virale e l'incapsidamento del pgRNA sono eventi 
strettamente legati, infatti, la polimerasi virale si lega alla regione a forma di uncino (stem-
loop), denominata epsilon, presente all'estremità 5' del pgRNA; questo evento induce il 
richiamo del complesso RNA virale-polimerasi all'interno del nucleocapside in 
formazione. 
La proteina core neosintetizzata tende a dimerizzare rapidamente e gli omodimeri così 
formati si assemblano a loro volta per costituire le particelle del nucleocapside, ciò si 
verifica sia nel citoplasma che nel nucleo della cellula ospite. Le particelle capsidiche 
intranucleari sembrano vuote e il suo ruolo nel ciclo vitale di HBV non è ancora stato 
chiarito; mentre le particelle citoplasmatiche costituiscono i veri e propri capsidi virali, che 
al loro interno contengono l'RNA pregenomico e la polimerasi virale (Chisari FV, 2000). 
E' proprio all'interno dei nuclecapsidi che si completa la replicazione del genoma virale. In 
questo processo il ruolo fondamentale è svolto dalla polimerasi di HBV, la quale mediante 
la sua funzione di trascrittasi inversa retrotrascrive il pgRNA in DNA, si forma così un 
intermedio RNA/DNA, in cui il filamento di DNA costituisce il minus strand del DNA 
genomico. Successivamente grazie all'attività ribonucleasica la polimerasi virale degrada 
l'RNA pregenomico e sintetizza (mediante la sua funzione di DNA polimerasi DNA 
dipendente) l'elica a polarità positiva (plus strand) si ottiene quindi il genoma circolare 
parzialmente bicatenario (rcDNA).  
A questo punto del ciclo virale, i nucleocapsidi possono subire due differenti destini: essere 
riciclati nel nucleo per l'amplificazione del cccDNA, oppure, essere assemblati, nel reticolo 
endoplasmatico, con le proteine virali di superficie e quindi essere secreti, attraverso 
l'apparato di Golgi mediante un processo di esocitosi, all'esterno della cellula come virioni 
maturi in grado d'infettare altri epatociti. 
L’integrazione dell’HBV DNA nel genoma della cellula ospite non è un evento necessario 
al ciclo biologico del virus (a differenza di quanto accade nei retrovirus), tanto che 
generalmente i geni virali subiscono delezioni, interruzioni, riarrangiamenti, determinando 
un’integrazione difettiva. Di conseguenza la riattivazione dell’HBV a partire dal genoma 
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integrato, è un evento assai improbabile. Invece, la trascrizione delle sequenze integrate 
può dar luogo a proteine virali, intere o troncate, che in vitro hanno dimostrato avere 
attività transattivante in grado di interferire con l’espressione e la regolazione di geni che 
controllano la replicazione cellulare. E’ proprio questa attività transattivante che potrebbe 
essere coinvolta nella patogenesi del carcinoma epatocellulare indotto da HBV.   
 
 
 
1.5 Genotipi di HBV 
 
L'HBV presenta una elevata variabilità genetica, per cui è stata effettuata negli ultimi anni, 
con lo sviluppo delle tecniche di biologia molecolare, una classificazione basata sulla 
sequenza nucleotidica del genoma. Sono stati individuati otto genotipi (denominati da A ad 
H), oltre a due genotipi che attendono ulteriori studi di conferma (I e J) e quasi quaranta 
sub-genotipi (Pourkarim MR. et al., 2014). Ciascun genotipo, per essere definito tale, deve 
presentare una divergenza nucleotidica superiore al 7,5%. I diversi genotipi del virus hanno 
una differente distribuzione geografica, come riassunto in Tabella 1.  
 
 
Genotipo  Distribuzione 
A Nord Europa, Nord America, Africa centrale, Filippine, Hong-Kong 
B Sud-Est Asia, Cina, Giappone, altre isole del Pacifico 
C Sud-Est Asia, Cina, Giappone, altre isole del Pacifico 
D Sud Europa, India, Sud Africa 
E Africa Sub-Sahariana 
F America centrale e latina, Polinesia 
G Francia, Belgio, Stati Uniti 
H America, Giappone 
I* Asia del Sud 
J* Asia del Sud 
 
Tabella 1. Distribuzione geografica dei diversi genotipi di HBV. * la classificazione come 
genotipi è ancora controversa (Pourkarim MR. et al., 2014). 
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Si ritiene che le differenze genotipiche siano il risultato dell'evoluzione e adattamento a 
lungo termine del virus, le quali probabilmente sono avvenute anche mediante inserimenti 
e delezioni genomiche. Vari studi (Bahramali G et al., 2008; Sunbul M, 2014) hanno 
dimostrato che le differenze esistenti nel genoma di HBV sono correlate all'evoluzione 
della malattia, all'incidenza della cirrosi e dell'HCC. 
Infatti, è stata dimostrata una correlazione tra i genotipi A ed H e la probabilità di 
selezionare le mutazioni A1762T e G1764A/T nel promotore della proteina core (BCP, 
Basal Core Promoter) che sono associate ad epatite severa.  Inoltre, è stato osservato che la 
mutazione G1896A, responsabile della mancata produzione dell'HBeAg, è più frequente in 
un ristretto gruppo di genotipi. Tale mutazione si verifica prevalentemente nei genotipi (B, 
D, E e alcuni C ed F) che nella posizione 1858 della regione pre-core presentano una 
Timidina, quest'ultima, nella struttura secondaria dell'RNA pregenomico (la regione 
epsilon, che funge da segnale per l'incapsidazione del genoma) si appaia alla posizione 
1896. Per cui la sostituzione G1896A determina nella struttura secondaria del pgRNA un 
appaiamento T-A molto più stabile di G-T, per cui è favorito. Mentre, nei genotipi che 
presentano nella posizione 1858 una Citidina (genotipi A, F ed H), la comparsa della 
mutazione G1896A porterebbe ad un appaiamento C-A che destabilizzerebbe la struttura e 
di conseguenza la selezione del mutante è sfavorita (Lok AS et al., 1994). 
 
 
 
1.6 Mutazioni di HBV 
 
Come precedentemente illustrato la replicazione dell'HBV prevede la formazione di un 
intermedio replicativo ad RNA che viene retrotrascritto a DNA ad opera della polimerasi 
virale (nella sua funzione di trascrittasi inversa). La polimerasi virale manca dell'attività 
“proof-reading” per cui vi è un elevato rischio di errore nell'incorporazione dei nucleotidi 
con conseguente elevata produzione di virus mutanti. 
Quindi, vengono prodotti casualmente mutanti virali, che sono poi selezionati in base alle 
loro capacità adattative, cioè alla capacità di competere con gli altri virus e di sfuggire alla 
pressione selettiva del sistema immunitario dell'ospite e dei trattamenti antivirali. Ecco 
perché nonostante la frequenza di mutazioni piuttosto elevata dell’HBV (pari a circa 2 x 
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104 sostituzioni nucleotidiche/sito/anno), solo una porzione relativamente limitata di 
mutanti può diventare un ceppo dominante. Inoltre, la generazione di mutanti virali in 
grado di produrre virioni competenti è limitata dalla stessa struttura genomica dell'HBV. 
Infatti, la sovrapposizione delle regioni codificanti richiede un'alta conservazione della 
sequenza nucleotidica in quanto mutazioni, anche puntiformi, possono alterare i processi di 
regolazione e/o sintesi proteica e quindi interferire con il ciclo biologico del virus (Miller 
RH et al., 1989). 
 
 
 
1.7 Patogenesi e storia naturale dell'infezione 
 
Come suggeriscono molti studi l’HBV non è un virus citopatico di per sé, infatti, la necrosi 
degli epatociti è una conseguenza della risposta immunitaria agli antigeni virali esposti 
sulla superficie delle cellule infette (Chisari FV, 2000; Bertoletti A e Ferrari C, 2003; 
Guidotti LG e Chisari FV, 2006). 
Infatti, è stato osservato negli scimpanzé, che durante le prime fasi dell'infezione da HBV 
possono essere infettati fino al 100% degli epatociti senza alcun segno biochimico, né 
istologico di danno epatico (probabilmente ciò si verifica prima che le cellule T virus 
specifiche infiltrino nel fegato) (Thimme R et al., 2003). Inoltre, nei soggetti in cui la 
risposta cellulo-mediata è deficitaria o inibita farmacologicamente, l'HBV è in grado di 
replicarsi negli epatociti, pure ad alti livelli, senza che siano riscontrate infiammazione o 
altre anormalità citologiche nel fegato di tali pazienti (Ferrari C et al., 2003; Wieland S et 
al., 2004; Chisari FV e Ferrari, 2006). 
Queste evidenze, nel loro complesso, suggeriscono che sia l'esito della malattia, e quindi 
l'eradicazione del virus, che la patogenesi siano mediate dalla risposta immunitaria 
adattativa all'infezione da HBV. Ciò trova conferma nello spettro estremamente variabile 
con cui si manifesta l'epatite B, che può variare da un'infezione acuta autolimitante, 
all'infezione cronica, la quale può limitarsi ad un'epatite moderata, oppure progredire verso 
la cirrosi, l'epatocarcinoma ed infine lo scompenso epatico.  
Nei soggetti immunocompetenti l'espressione degli antigeni virali sulla superficie degli 
epatociti infetti, complessati con le proteine del sistema maggiore di istocompatibilità di 
classe I (Major Histocompatibility Complex, MHC), innesca la risposta immunitaria innata 
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e cellulo-mediata (Bertoletti A e Ferrari C, 2003). Se la risposta cellulo-mediata è efficace, 
questa può determinare il controllo della replicazione virale, si osserva così la riduzione del 
danno necroinfiammatorio a livello epatico e si ottiene il controllo dell'infezione; tutto ciò 
si verifica nell'epatite acuta. Mentre nell'epatite cronica (definita come malattia persistente 
oltre i 6 mesi) la risposta immune non è adeguata né in termini di quantità di cellule 
coinvolte né in termini di qualità, per cui non è sufficiente ad eradicare il virus, si possono 
così determinare fasi alterne di riacutizzazione e remissione della patologia.  
Può accadere che l'individuo infetto non sia in grado di riconoscere come estranei gli 
antigeni virali, sia per la compromissione, congenita o acquisita, del sistema immunitario 
sia per la loro modalità di presentazione (come accade nel caso dell'esposizione al virus 
durante la vita intrauterina); si determina così uno stato di immunotolleranza nei confronti 
del virus. Tale fase è caratterizzata da transaminasi normali, presenza nel sangue di 
marcatori di infezione (HBsAg e anticorpi diretti verso l'HBcAg, anti-HBc) e di 
replicazione (HBeAg e HBV-DNA) e assenti quelli di danno virus indotto (IgM anti-HBc). 
Infatti, il soggetto può ospitare una florida replicazione virale senza che sia evidenziabile 
alcun danno epatico né a dal punto di vista biochimico, né a livello istologico. Questo 
quadro clinico è frequente nei bambini, spesso provenienti da aree geografiche ad alta 
endemia, nati da madri HBeAg positive che si infettano in periodo perinatale (Beasley RP 
et al., 1975; Zanetti AR et al., 1982). Infatti, come precedentemente accennato 
l'esposizione durante la gravidanza all'HBeAg (che è in grado di attraversare la barriera 
placentare) prodotto dall'HBV che infetta la madre, porterebbe nel feto alle delezione 
timica di linfociti deputati al riconoscimento di antigeni esogeni (Milich DR et al., 1997). 
Si favorisce così l'instaurarsi di uno stato di tolleranza nei confronti degli antigeni 
nucleocapsidici virali (HBcAg e HBeAg), che costituiscono il principale bersaglio della 
risposta cellulo-mediata e tale condizione può permanere per anni, anche alcuni decenni. 
Quando gli antigeni virali sono riconosciuti da parte del sistema immunitario come non 
autologhi, si ha l'attivazione della risposta innata e adattiva e inizia il tentativo di controllo 
dell'infezione. Quest'ultimo si esplica attraverso meccanismi umorali (mediati da citochine) 
che portano al blocco della replicazione virale e attraverso meccanismi citolitici mediati 
dai linfociti T citotossici (Cytotoxic T Lymphocytes, CTL), che portano alla lisi degli 
epatociti infetti da HBV e di conseguenza all'infiammazione e necrosi epatica (Ferrari C et 
al., 2003; Bertoletti A e Ferrari C, 2003). E' proprio questo il principale momento 
patogenetico del danno epatico. Infatti, questa seconda fase, definita di immuno-
attivazione, è caratterizzata sì dalla riduzione della replicazione virale (diminuzione dei 
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livelli di HBV-DNA nel sangue), ma anche dall'aumento dei livelli di transaminasi e a 
livello epatico da una significativa necrosi e infiammazione con eventuale fibrosi.  
Il controllo dell'infezione da parte del sistema immunitario può essere efficace per cui si ha 
una drammatica riduzione degli epatociti infetti da HBV con conseguente scomparsa 
dell’antigene “e” e dalla produzione di anticorpi anti-HBe (sieroconversione). Si verificano 
anche la drastica diminuzione dei livelli di replicazione virale, spesso non dosabili con le 
attuali tecniche di biologia molecolare), la normalizzazione delle transaminasi e la 
scomparsa dei segni del processo necroinfiammatorio a livello epatico. Il soggetto che si 
trova in questa terza fase, di immuno-controllo, viene definito “portatore cronico 
inattivo” (termine che sostituisce la precedente dizione di “portatore sano”). Generalmente 
per questi soggetti il rischio di riattivazione spontanea della replicazione virale nel corso 
della loro vita è molto basso, significativo solo in caso di trattamento immunosoppressivo. 
Tuttavia, il controllo dell’infezione non è sempre efficace, pertanto in alcuni soggetti la 
fase di immuno-attivazione può permanere anche anni con fasi alterne di riacutizzazione e 
remissione. E’ proprio in queste condizioni che si selezionano più facilmente mutanti virali 
ed in particolare sono selezionate mutazioni in grado di evadere la risposta immunitaria 
dell'ospite, per esempio, alterando gli epitopi bersaglio riconosciuti dalla risposta cellulo-
mediata o inibendo direttamente la sintesi di tali proteine, come avviene per le varianti 
virali della regione preC-C. In tale ambito, ha particolare rilevanza clinica la mutazione 
G1896A che converte il codone 28 della regione pre-core in uno stop traslazionale, 
inibendo la produzione dell'HBeAg (Brunetto MR et al., 1989). L'HBeAg presentato con le 
molecole MHC-I sulla membrana degli epatociti infetti è un bersaglio per la risposta 
cellulo-mediata, di conseguenza varianti HBeAg difettive sfuggono al sistema immunitario 
e favoriscono così la persistenza del virus anche in condizione di immuno-attivazione. Tale 
variante HBeAg difettiva è il ceppo prevalente tra i pazienti anti-HBeAg positivi, che 
costituiscono la maggior parte dei soggetti con epatite B cronica in Italia. Difatti, occorre 
tener presente che nel nostro Paese è diffuso prevalentemente il genotipo D, in cui la 
mutazione puntiforme G1896A è favorita. Questo mutante virale è stato isolato nei pazienti 
al picco della fase di immuno-eliminazione, momento che precede la sieroconversione da 
HBeAg ad Anti-HBe. 
Tuttavia, in questi soggetti la sieroconversione HBeAg/antiHBe non implica 
necessariamente l'eradicazione della replicazione virale, che, invece, è sostenuta dal 
mutante HBeAg difettivo, seppur a livelli viremici inferiori difficilmente dosabili con le 
tecniche di semplice ibridizzazione molecolare. 
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2. L’interazione tra l'HBV e il sistema immunitario dell'ospite 
 
 
 
2.1 Introduzione al rapporto tra l'HBV e il sistema immunitario dell'ospite 
 
E' ormai noto che l'esito dell'infezione da HBV, che può variare da una patologia acuta 
autolimitante all'epatite cronica, con tutte le relative sequele (spesso severe, come la 
cirrosi, l'epatocarcinoma, fino allo scompenso epatico), sia determinato dalla risposta 
immunitaria dell'ospite, atta a controllare la replicazione virale, diretta verso il virus 
(Chisari FV e Ferrari C, 1995). Inoltre, il sistema immunitario è anche il responsabile del 
danno epatico dato che, come precedentemente esposto, il virus HBV non è citopatico. 
Quindi, sia l'eradicazione virale che la patogenesi dell'epatite B sono i risultati degli stessi 
meccanismi, i quali, di conseguenza, richiedono una stretta regolazione. Date queste 
premesse si evince quanto sia rilevante comprendere, in tutte le sue sfaccettature, 
l'interazione e i rapporti tra l'HBV e il sistema immunitario dell'ospite, i quali sono alla 
base dei meccanismi di persistenza del virus o della sua eradicazione. 
I virus sono riconosciuti come agenti patogeni esogeni da parte del sistema immunitario 
dell'ospite mediante un pattern di riconoscimento recettoriale (Pattern Recognition 
Receptor, PRR) proprio dell'immunità innata, che comprende le famiglie dei Toll-Like 
receptor (TLRs), RIG-I-Like receptor (RLRs), NOD-Like receptor e le lecitine di tipo C. 
L'attivazione del pattern di riconoscimento recettoriale da parte delle componenti virali, 
come gli acidi nucleici, le proteine virali dell'envelope e del nucleocapside, induce la 
risposta cellulare che porta alla secrezione degli interferoni di tipo I (IFN-alfa e beta) ed 
altre citochine e chemochine proinfiammatorie. Questa complessa rete di molecole 
proinfiammatorie è in grado di offrire un primo controllo della replicazione virale e quindi 
di limitare la diffusione del virus in attesa della risposta immunitaria acquisita, più 
specifica. Quest'ultima sotto il controllo diretto dell'immunità innata è in grado di risolvere 
l'infezione e determinare un'immunità protettiva grazie allo sviluppo di cellule T e B di 
memoria.  
Per quanto concerne il virus HBV, varie evidenze suggeriscono che per un controllo 
efficace e persistente dell'infezione virale sono necessarie sia la risposta umorale che la 
risposta cellulo-mediata dell'immunità acquisita o adattativa. Mentre, lo studio del ruolo 
svolto dall'immunità innata, nell'infezione sostenuta da HBV, richiede ulteriori 
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approfondimenti. A limitare l'indagine dei meccanismi che sono alla base della risposta 
immunitaria aspecifica diretta verso l'HBV concorre il fatto che la maggior parte delle 
epatiti B viene diagnosticata, e quindi giunge all'osservazione di medici e ricercatori, oltre 
le 10-12 settimane dall'infezione, quando ormai l'immunità innata è già stata coinvolta 
nella risposta all'agente patogeno.  
 
 
 
2.2 La risposta immunitaria innata o aspecifica diretta verso il virus HBV 
 
Per persistere all'interno di un organismo ospite un virus non citopatico può non indurre la 
risposta immunitaria, oppure può sopraffarla, evaderla o neutralizzarla. Riguardo 
all'infezione da HBV vi sono due scuole di pensiero. L'una sostiene che il virus si comporti 
come un agente patogeno “invisibile” (“stealth virus”) in grado di stabilire l'infezione 
eludendo la risposta immunitaria innata; l'altra sostiene che l'HBV sia agevolato sia nella 
fase iniziale, che nella progressione e persistenza dell'infezione, dalla sua capacità di 
manipolare il sistema immunitario a proprio vantaggio. 
A sostegno che l'HBV si comporti come un virus “invisibile” ai meccanismi di 
eliminazione dell'ospite vi sono esperimenti condotti negli scimpanzé. E' stato descritto in 
questo modello animale che l'HBV durante l'infezione acuta non induce l'espressione di 
alcun gene cellulare, compreso i cosiddetti geni inducibili dagli interferoni (Interferon 
Inducible Genes, ISG) (Wieland S et al., 2004a). Gli IFN-alfa e beta sono le citochine 
proinfiammatorie secrete dalle cellule infette in presenza d'infezione virale e rappresentano 
il primo step dell'attivazione della risposta immunitaria innata. Tali citochine, infatti, 
determinano l'induzione degli svariati geni ISG coinvolti in differenti meccanismi 
antivirali, che nel loro complesso sono generalmente in grado di limitare la replicazione del 
virus e, quindi, l'infezione. Tale esperimento dimostrerebbe che nelle prime fasi 
dell'infezione l'HBV non modifica la trascrizione genica dell'ospite e non induce alcuna 
risposta antivirale aspecifica, proprio come un virus “invisibile” (Chisari FV et al., 2010). 
Tuttavia, sebbene alcuni aspetti del ciclo biologico del virus, come la replicazione che 
avviene all'interno dei nucleocapsidi, potrebbero effettivamente “nascondere” gli acidi 
nucleici virali ai sistemi di difesa dell'ospite, le proteine virali sono espresse nel citoplasma 
degli epatociti infetti in elevata quantità. Pertanto, si può ritenere che nel lavoro di Wieland 
e collaboratori (Wieland S et al., 2004a) l'espressione dei geni inducibili dagli interferoni 
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fosse così bassa da non essere rilevabile. Difatti, altri studi condotti in vitro hanno 
dimostrato che la trasduzione, con un vettore baculovirus esprimente il pregenoma di HBV, 
della linea cellulare HepaRG (Lucifora et al., 2011) determinava l'attivazione massiva della 
risposta innata, che si esplicava con la significativa riduzione della sintesi del DNA virale 
secondo un meccanismo non citopatico e la up-regulation dell'IFN-beta e dei geni 
inducibili dagli IFN. Inoltre, varie evidenze hanno mostrato che esiste un'interazione 
diretta tra le proteine virali di HBV e la risposta immunitaria aspecifica avvallando la 
teoria che il virus sia in grado di fronteggiare il sistema immunitario dell'ospite mediante 
svariati meccanismi. Difatti, L'HBV ha sviluppato la capacità di regolare alcuni pathway 
chiave dell'immunità innata sia a livello del sangue periferico che epatico, favorendo così 
l'instaurazione o il mantenimento di un'infezione persistente (Chang J et al., 2012; Revill P 
e Yuan Z, 2013).  
A tal proposito, da diverse evidenze emerge che l'HBV sia in grado di sopprimere la 
risposta mediata dai TLR. E' stato descritto che, in un modello in vitro, la stimolazione dei 
pathway di TLR2 ed IL-1 negli epatociti determinava la diminuzione della replicazione 
virale. Inoltre, vari studi hanno dimostrato che l'espressione dei recettori TLR è ridotta nei 
soggetti con infezione cronica da HBV rispetto ai soggetti sani. Infatti, l'infezione 
sostenuta da HBV regola l'espressione di un vasto range di TLR, tra cui TLR1, 2, 4, 6, 7 e 
9 nelle cellule mononucleate di sangue periferico dei pazienti affetti. Infine, Wu e 
collaboratori (Wu J et al., 2007) hanno usato un modello murino per dimostrare che l'HBV 
sopprime la risposta immunitaria innata negli epatociti e nelle cellule non parenchimali 
epatiche, come le cellule del Kuppfer (appartenenti alla linea macrofagica, ma stabilmente 
residenti nel fegato), le cellule sinusoidali ed endoteliali. Infatti, il pretrattamento di tali 
cellule con i virioni interi o con le proteine virali, come HBeAg o HBsAg, inibiva quasi 
completamente l'attività antivirale dei TLR in seguito all'inibizione della secrezione di 
IFN-beta e conseguente dei geni inducibili dagli IFN. 
Gli IFN non sono le uniche citochine coinvolte nel controllo efficace della replicazione di 
HBV. Difatti, varie evidenze in modelli animali suggeriscono che il TNF-alfa (Tumor 
Necrosis Factor, TNF) abbia un ruolo nella eradicazione virale, dato che la sua espressione 
a livello epatico è associata con l'inibizione della replicazione del virus secondo un 
meccanismo non citopatico. Inoltre, studi clinici condotti nell'uomo hanno mostrato che, in 
soggetti con patologie autoimmuni trattati con anticorpi monoclonali diretti verso tale 
citochina, si verificava la ripresa della replicazione virale nei portatori inattivi oppure la 
progressione del danno epatico nei pazienti con epatite B cronica (Cassano N et al., 2011). 
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2.3 La risposta acquisita o adattativa al virus HBV 
 
2.3.1 La risposta umorale 
 
L'attuale conoscenza della risposta umorale deriva esclusivamente dai risultati delle analisi 
sierologiche di pazienti con infezione da HBV acuta o cronica e dal confronto dei dati così 
ottenuti. L'analisi sierologica è molto sviluppata, in quanto, la diagnostica dell'infezione e 
malattia da HBV si basa prevalentemente sulla ricerca nel sangue dei soggetti infetti degli 
antigeni virali e degli anticorpi, verso questi diretti, prodotti dal sistema immunitario 
dell'ospite. Ai fini del monitoraggio del paziente, sono utilizzate anche le metodiche di 
biologia molecolare in grado di rilevare l'HBV-DNA, in modo sempre più sensibile, i cui 
risultati vengono integrati con quelli provenienti dalla sierologia. 
I primi marcatori d'infezione sono gli anticorpi IgM anti-HBc, solo successivamente 
compaiono anticorpi diretti verso gli antigeni HBsAg ed HBeAg (anti-HBs ed anti-HBe, 
rispettivamente). Gli anticorpi isotipo IgG anti-HBc sono prodotti durante la fase acuta 
della malattia e permangono per tutta la vita, sono quindi segno di passata esposizione 
all'HBV, mentre la produzione degli anti-HBs può diminuire nel tempo.  
Quest'ultimi sono i veri anticorpi neutralizzanti, sono, infatti, in grado di promuovere 
l'immunità protettiva complessandosi con i virioni e impendendo loro d'infettare gli 
epatociti (Loggi E et al., 2014). Tuttavia, gli anti-HBs sono presenti nel sangue dei pazienti 
solamente dopo la scomparsa dell'HBsAg, mentre sono assenti sia durante l'infezione 
primaria che durante la fase cronica della patologia, ciò suggerirebbe che le plasmacellule 
secernenti tali anticorpi non abbiano un ruolo specifico nella risoluzione dell'infezione. Le 
cause di questo ritardo nella produzione di anticorpi neutralizzanti non sono ancora note e 
necessitano pertanto di ulteriori approfondimenti da parte del mondo scientifico, tuttavia, è 
stato osservato che tale fenomeno è caratteristico delle infezioni virali sostenute da virus 
scarsamente o non citopaticiti.  
Tra le varie ipotesi si ritiene che gli anticorpi anti-HBs siano ugualmente prodotti dalle 
plasmacellule ma non siano rilevabili nel siero perchè complessati con l'HBsAg presente in 
largo eccesso (102-105 volte in più rispetto ai virioni) come particelle difettive, sia sferiche 
che filamentose. Tale teoria, che tuttavia necessita addizionali conferme, sarebbe avvallata 
dall'osservazione della coesistenza sia di HBsAg che di anti-HBs nel sangue di un soggetto 
infetto da un mutante “escape” per l'antigene S (Lada O et al., 2006).  
Altrimenti, la mancanza di HBsAg nelle epatiti B croniche può essere attribuito ad un 
23 
 
“easurimento” selettivo dei linfociti B specifici per tale antigene. Il fenomeno 
dell'esaurimento delle cellule della linea B, che determina una risposta anticorpale 
inadeguata, è stato descritto in diversi modelli di esposizione cronica ad antigeni. Per 
quanto concerne l'infezione da HBV, Oliviero e collaboratori (Oliviero B et al., 2011) 
hanno riportato che soggetti con epatite B cronica mostravano una maggiore proporzione 
di linfociti B attivati, rispetto al gruppo di controllo (soggetti sani), ma tali cellule avevano 
una ridotta capacità proliferativa e esprimevano in piccole quantità il recettore inibitorio 
FCRL4 (Fc-receptor-like-4), recettore over-espresso in linfociti B esausti. 
Nonostante il loro ruolo nella fase acuta richieda altri approfondimenti, i linfociti B son 
importanti nella fase di risoluzione dell'infezione. Infatti, in questo stadio l'HBV produce 
comunque una quantità minima di HBsAg, che non è rilevabile nel siero dei soggetti con i 
test attualmente disponibili, ma è tale da mantenere l'induzione di una risposta immunitaria 
diretta verso il virus e mediata proprio da anticorpi anti-HBs. Tanto che la deplezione dei 
linfociti B per trattamento con anticorpi ricombinanti anti-CD20 (antigene specifico per le 
cellule della serie B) in soggetti infetti con HBV ha indotto la riattivazione del virus 
(Matsue K et al., 2010). Si ritiene pertanto che il ruolo degli anticorpi anti-HBs consista 
nel prevenire la diffusione virale e limitarla ai rari epatociti che rimangono ancora infetti 
dopo la risoluzione dell'infezione. 
Infine, evidenze recenti hanno dimostrato che anche l'immunità umorale svolge un ruolo 
nella patogenesi del danno epatico HBV-relato. Infatti, è stato descritto che in pazienti con 
epatite cronica da HBV i linfociti B di sangue periferico ed intraepatici risultavano 
arricchiti in una popolazione regolatoria secernente IL-10 (interleuchina 10). Tale subset 
cellulare era in grado di sopprimere la risposta dei linfociti T CD8+ specifici per HBV 
mediante la produzione di IL-10; oltretutto, l'espansione clonale di questa popolazione, 
così come la produzione di tale citochina coincidevano con i flare (brusco aumento delle 
ALT, Alanina AminoTransferasi, oltre 5 volte i limiti normali superiori) (Das A et al., 
2012). Un'ulteriore dimostrazione del ruolo patogenetico della risposta umorale è data dal 
riscontro di una massiva infiltrazione epatica di plasmacellule secernenti anticorpi anti-
HBc di isotipo IgG e IgM, nell'insufficienza epatica acuta HBV-relata (Farci P et al., 
2010).  
Riassumendo, il ruolo dei linfociti B nell'infezione da HBV, finora poco studiato, dovrebbe 
essere  un obiettivo  della ricerca scientifica al fine di approfondire i meccanismi alla  base 
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della interazione tra la risposta cellulo-mediata e umorale del sistema immune e di 
evidenziare il ruolo di tale subset cellulare nella patogenesi e andamento delle epatopatie 
HBV-relate. 
 
 
 
2.3.2 La risposta cellulare 
 
Il concetto chiave che sta alla base della risposta cellulare acquisita indotta da HBV è la 
ben nota dicotomia tra i soggetti che sono in grado di controllare l'infezione acuta e i 
pazienti che, invece, sviluppano infezione cronica. Infatti, la risposta cellulare mediata dai 
linfociti T CD4+ e CD8+ è significativamente maggiore nei pazienti che presentano 
infezione acuta autolimitante sia in termini di frequenza che di intensità.  
 
 
 
2.3.2.1 La risposta immunitaria cellulare mediata dai linfociti T CD4+ 
 
E' opinione comune che nell'immunità antivirale il ruolo principale nel controllo 
dell'infezione è svolto dai linfociti T CD8+; ciò è vero anche per l'HBV per il quale il 
controllo efficace dell'infezione è garantito dall'eliminazione degli epatociti infetti 
esprimenti sulla loro superficie cellulare gli antigeni virali complessati con le molecole 
MHC di classe I. Tuttavia, recentemente nella comunità scientifica si è rinnovato l'interesse 
nel comprendere il ruolo e il contributo svolto dai linfociti T CD4+ nell'eradicazione del 
virus HBV, indagine che ha fornito risultati discordanti. Infatti, nei pazienti con epatite 
acuta che eradicano il virus la risposta dei linfociti T CD4+ presenti nel sangue periferico è 
vigorosa, mentre è relativamente debole nei soggetti che presentano infezione cronica da 
HBV (Loggi E et al., 2014). Al contrario, negli scimpanzé la deplezione dei linfociti T 
CD4+ al momento del picco dell'infezione non ha alcun effetto sull'eliminazione del virus 
e nemmeno sull'infiammazione epatica, e pertanto non influenza l'esito dell'infezione 
(Thimme R et al., 2003).  
Quindi, tale popolazione cellulare non ha un ruolo diretto nella clearence virale e nel 
danno epatico, ma contribuisce indirettamente al controllo dell'infezione da HBV 
inducendo la risposta dei linfociti B e dei T CD8+; infatti, è stato dimostrato, come 
25 
 
vedremo bene in seguito, che tale priming svolto dai linfociti TCD4+ è essenziale per lo 
sviluppo di una risposta immunitaria efficace. 
La caratterizzazione dei Linfociti T CD4+ ha evidenziato che questi esprimono 
preferenzialmente un fenotipo Th1 (linfociti T helper tipo 1, prevalentemente coinvolti 
nella risposta agli agenti patogeni batterici e virali), sono prevalentemente diretti verso 
l'HBcAg rispetto all'HBsAg, e possono persistere per decenni dalla risoluzione 
dell'infezione come cellule di memoria, in grado di essere stimolati da piccole quantità di 
antigeni virali (Loggi E et al., 2014).  
 
 
 
2.3.2.2 La risposta immunitaria cellulare mediata dai linfociti T CD8+ 
 
Come precedentemente accennato, è ormai noto che i linfociti T CD8+ svolgono un ruolo 
fondamentale sia nell'eliminazione del virus che nella genesi del danno epatico nel corso 
dell'infezione da HBV. Difatti, nel sangue periferico di soggetti con epatite B acuta, che 
sono in grado di controllare l'infezione e risolvono la malattia, è presente una vigorosa 
risposta dei linfociti T CD8+ caratterizzata da un'ampia espansione policlonale. Al 
contrario, nei pazienti con infezione cronica da HBV la risposta dei linfociti T CD8+ è 
debole e transitoria (Rehermann B et al., 1995, Bertoletti A e Ferrari C, 2003; Chisari FV 
et al., 2010); il fegato di questi ultimi soggetti contiene linfociti T CD8+ virus specifici che 
quindi contribuiscono alla patogenesi, ma non sono in grado di eradicare l'infezione. 
Significativamente, la deplezione selettiva dei linfociti T CD8+ al culmine della 
replicazione virale (nello stesso esperimento svolto da Thimme e collaboratori sui linfociti 
T CD4 CD4+ - Thimme R et al., 2003) ritardava l'eradicazione del virus e l'insorgenza 
dell'epatite virale fino a quando la suddetta popolazione cellulare non veniva ripristinata. 
Infine, esperimenti su scimpanzé hanno dimostrato che l'eradicazione virale e l'insorgenza 
del danno epatico coincidono con l'accumulo di linfociti T CD8+ specifici diretti verso 
l'HBV e l'induzione di IFN-gamma e geni inducibili dall'IFN-gamma. 
Sono state riscontrate oltre a differenze quantitative anche differenze qualitative, nella 
popolazione dei linfociti T CD8+, tra i soggetti in grado di controllare l'infezione di HBV e 
pazienti che vanno incontro ad epatite B cronica. Ciò è stato osservato anche negli 
scimpanzé, dove l'inibizione della replicazione virale non correlava con l'intensità dal 
danno epatico e neanche con la quantità dei linfociti T CD8+ infiltrati nel fegato. Pertanto, 
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si ritiene che, nel controllare la replicazione di HBV, sia più importante la funzionalità dei 
linfociti T CD8+ piuttosto che il loro numero (Maini MK et al., 1999). 
 
 
 
2.4 Meccanismi con cui avviene l'eliminazione del virus HBV 
 
E' ampiamente riconosciuto ormai che il danno epatico è mediato dai Linfociti T 
Citotossici per citolisi degli epatociti infetti, mentre l'eradicazione del virus, che avviene 
sempre ad opera dei CTL, vede coinvolti anche altri meccanismi.  
Da studi nel modello del topo mutante emerge che i CTL raggiungono rapidamente il 
fegato, riconoscono gli antigeni virali e inducono due eventi: l'apoptosi degli epatociti che 
sono fisicamente riconosciuti dai CTL, e la secrezione di IFN-gamma e TNF-alfa che 
inibiscono l'espressione genica e la replicazione virale negli altri epatociti in modo non 
citopatico, bensì prevenendo l'assemblaggio dei nucleocapsidi contenenti l'HBV RNA 
secondo un meccanismo dipendente dai proteosomi e dalle chinasi (Figura 5). 
Risultati concordanti sono stati ottenuti nello scimpanzé. Infatti, nella fase iniziale del 
processo di eliminazione virale si assisteva, nel fegato degli animali, ad una diminuzione 
degli intermedi replicativi, compreso il cccDNA (che non è espresso nei topi transgenici), 
in concomitanza di espressione degli mRNA codificanti per il CD3 (co-recettore espresso 
sui linfociti T), il CD8 e l'IFN-gamma e presenza di linfociti T CD8+, senza osservare 
alcun danno epatico nonostante il 100% degli epatociti fosso infettato. Sempre in questo 
modello animale la deplezione dei linfociti T CD8+ al culmine dell'infezione ritardava la 
clearence virale e il danno epatico fino a quando l'inibizione non veniva rimossa. Quindi, 
si può dedurre che il meccanismo, citopatico e non citopatico, dipendente dai linfociti T 
CD8+ che determina 'eliminazione dell'HBV dagli epatociti infetti, è attivo sia nel modello 
murino mutante che nel contesto di un'infezione virale pienamente competente, come 
avviene negli scimpanzé (Wieland SF et al., 2004b; Chisari FV et al., 2010). 
Nel loro complesso, queste evidenze suggeriscono che l'effetto citopatico e l'effetto 
antivirale sono indipendenti nei CTL e che una forte risposta intraepatica di questa 
popolazione cellulare può sopprimere la replicazione e l'espressione genica virale in modo 
non citopatico, bensì mediante la produzione di citochine proinfiammatorie. A tal 
proposito, esperimenti nel modello transgenico murino, hanno mostrato che qualsiasi 
stimolo in grado di indurre la secrezione di IFN-gamma o IFN-alfa/beta nel fegato, come i 
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Linfociti T CD4+, le cellule natural killer (NK), le cellule T natural killer (NKT), oltre ad 
altri agenti patogeni epatotropi (come virus e parassiti) e l'attivazione dei TLR, inibiva la 
replicazione di HBV. Ciò fa credere che il controllo dell'infezione da HBV sia mediato da 
molteplici meccanismi del sistema immunitario e coinvolga differenti popolazioni cellulari 
e spiega come mai la maggior parte dei soggetti sono in grado di controllare l'infezione e 
manifestano un'epatite B acuta autolimitante. 
 
 
 
 
 
Figura 5. Meccanismo di eliminazione di HBV dagli epatociti attraverso un meccanismo 
non citopatico mediato da citochine (Chisari FV et al., 2010). 
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Altri studi eseguiti sugli scimpanzé hanno messo in luce che l'esito dell'infezione virale 
sostenuta da HBV può essere determinato anche dalla dose di inoculo e che al fine 
dell'eradicazione virale è necessario un priming precoce da parte dei linfociti T CD4+ che 
sono in grado di stimolare correttamente i CTL e i linfociti B determinando l'induzione di 
una risposta immunitaria competente in grado di fronteggiare il virus. 
Difatti vari studi (Guidotti LG et al., 1999; Thimme R et al., 2003; Asabe S et al., 2009,) 
affermano che esiste un range della dose d'inoculo, compreso tra 104 e 101 equivalenti 
genomici (Genomic Equivalents, GE), all'interno del quale l'interazione dinamica tra HBV 
ed ospite favorisce la persistenza dell'infezione; al contrario dosi di inoculo maggiore 
favoriscono l'eradicazione virale. Asabe e collaboratori (Asabe S et al., 2009) descrivono 
che negli scimpanzé che eradicavano il virus (inoculati con 1010, 107 e 104 GE) la risposta 
dei linfociti T CD4+ periferici compariva durante, o subito prima che, l'espansione virale 
diventasse rilevabile, mentre, negli animali l'infezione evolveva verso la cronicità la 
risposta di tali cellule era ritardata fino a dopo l'inizio dell'espansione di HBV, quando 
ormai tutti gli epatociti erano stati infettati. Pertanto, nei primi animali si assisteva ad un 
coordinato incremento delle ALT sieriche e degli mRNA codificanti per i CD8 a livello 
epatico, eventi che corrispondevano con l'infiltrazione di tali cellule ed evidenza istologica 
di danno a livello epatico. Al contrario, nel secondo gruppo di scimpanzé tale fenomeno 
era caratterizzato da un'infiltrazione epatica scoordinata dei linfociti T CD8+ che 
corrispondeva ad un incremento asincrono delle ALT sieriche (Figura 6). 
Inoltre, è stato osservato che l'inoculo con una dose virale di 104 GE (dose che dovrebbe 
portare alla risoluzione dell'infezione) in un animale, in cui sono depleti i linfociti T CD4+, 
determina, al contrario, lo sviluppo di un'infezione persistente; mentre, se tale deplezione 
avveniva sei settimane dopo l'inoculo del virus lo scimpanzé era in grado di eradicare 
ugualmente l'HBV. 
Nel complesso questi risultati suggeriscono che è necessario un priming precoce dei 
linfociti T CD8+ da parte dei linfociti T CD4+ affinché sia indotta una risposta 
immunitaria capace di controllare efficacemente l'infezione. 
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Figura 6. La risposta dei linfociti T CD4+ periferici e CD8+ intraepatici diretta verso le 
proteine core di HBV, in scimpanzé infettati con varie dosi d’inoculo. Per ogni figura il 
grafico superiore rappresenta la viremia (HBV-DNA, linea nera), le ALT (area gialla) ed i 
linfociti T CD4+ periferici (barre nere); il grafico inferiore mostra invece i risultati dei 
linfociti T CD8+ intraepatici (barre blu) e dei relativi mRNA (area rossa). 
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3. Il trattamento dell'epatite B 
 
 
 
3.1 Interventi terapeutici nell'epatite acuta sostenuta da HBV 
 
L'esordio clinico dell'epatite B acuta dipende dall'età in cui il soggetto contrae l'infezione. 
Difatti, nei neonati e nei bambini è generalmente asintomatica, con un andamento 
subclinico per cui passa spesso inosservata (i soggetti sono nella fase di immuno-
tolleranza, come precedentemente esposto), ma evolve alla cronicità nella maggior parte 
dei casi. Al contrario, negli adulti l'infezione da HBV è prevalentemente sintomatica anche 
se nella maggior parte dei soggetti si risolve spontaneamente come un'infezione 
autolimitante, con scomparsa dell'HBsAg ematico. Il quadro clinico dell'epatite B acuta è 
caratterizzato da dispepsia, astenia, talvolta febbre, ipertransaminasemia ed ittero. Circa 
l'1% dei casi di epatite acuta sintomatica sostenuta da HBV si manifesta come epatite 
fulminate caratterizzata da una mortalità pari al 70%.  
Il trattamento dell'epatite B acuta è soprattutto una terapia sintomatica i cui obiettivi sono 
mantenere il benessere ed un adeguato bilancio nutrizionale del soggetto, tra cui il 
reintegro di liquidi che sono persi a causa di diarrea e vomito (WHO, 2014). Tuttavia, nelle 
forme severe è raccomandato l'utilizzo di analoghi nucleos(t)idici.  
L'epatite fulminante HBV-relata costituisce una vera emergenza medica che deve essere 
gestita in centri specialistici in grado di far fronte ad un eventuale trapianto d'organo. Per 
quanto concerne l'insufficienza epatica acuta alcuni studi hanno dimostrato che il 
trattamento con Lamivudina migliorava l'esito dell'infezione anche in termini di 
sopravvivenza, se la terapia veniva instaurata precocemente (Torii N et al., 2002; Hasan F 
et al., 2005; Yu JW et al., 2011), mentre non aveva grande successo se veniva 
somministrata in stadi avanzati della patologia, per esempio ad encefalopatia ormai 
clinicamente manifesta. I dati più consistenti emergono da studi effettuati sulla lamivudina, 
mentre per entecavir e tenofovir non vi sono evidenze paragonabili in grado di dimostrarne 
la sicurezza nel trattamento per l'epatite acuta severa, in quanto sono farmaci disponibili 
solo da pochi anni. Comunque sia entecavir che tenofovir si sono dimostrati terapie 
efficienti in situazioni simili all'epatite acuta, come la riattivazione severa di un'epatite 
occulta.  
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Nonostante non vi sia comunque, all'interno della comunità medica, un pieno consenso 
sulla capacità degli analoghi nucleos(t)idici di modificare il corso dell'infezione, tale 
terapia dovrebbe comunque essere somministrata al fine di ridurre il rischio di re-infezione 
nel caso di eventuale trapianto di fegato (Tillman HL e Patel K 2014; EASL, 2009).  
 
 
 
3.2 Il trattamento dell'epatite B cronica  
 
L'epatite B cronica si presenta nella maggior parte dei casi come una malattia asintomatica, 
pertanto lo scopo della terapia è soprattutto preventivo per impedirne l'evoluzione in una 
patologia clinica severa che può compromettere seriamente la qualità della vita e la 
sopravvivenza dei soggetti. Quindi, l'obiettivo del trattamento è impedire la progressione 
del danno epatico che altrimenti può progredire in cirrosi, e qualora questa sia già presente, 
può condurre allo scompenso funzionale, all'epatocarcinoma ed infine al decesso. Tali 
finalità possono essere raggiunte solo in seguito allo spegnimento del processo necro-
infiammatorio presente a livello epatico (in cui abbiamo visto sono coinvolte popolazioni 
cellulari del sistema immunitario dell'ospite), che può avvenire con due modalità e richiede 
necessariamente l'inibizione duratura della replicazione virale. Il miglior risultato 
auspicabile è quello di indurre nel paziente quei meccanismi mediati dal sistema 
immunitario che portano ad avere un efficace e continuo controllo della replicazione virale, 
senza che vi sia lisi degli epatociti e quindi danno tissutale, come avviene spontaneamente 
nei soggetti “portatori inattivi” di HBV. Altrimenti, se la terapia non è in grado di 
modificare definitivamente l'equilibrio dinamico tra sistema immunitario dell'ospite e 
virus, l'obiettivo è ottenere l'inibizione costante della replicazione virale grazie a farmaci in 
grado di agire selettivamente sull'HBV. 
Tuttavia, l'infezione cronica da HBV non può essere completamente eradicata a causa della 
persistenza del minicromosa virale, il cccDNA, questi difatti rimane rilevabile nel nucleo 
degli epatociti infetti, seppur in minime quantità, anche in seguito alla perdita dell'HBsAg 
nel siero ed è il responsabile della eventuale riattivazione virale. Inoltre, il genoma del 
virus si integra in quello dell'ospite favorendo così l'oncogenesi e lo sviluppo dell'HCC 
(Brunetto MR e Lok AS, 2010)  
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Quindi, l'obiettivo del trattamento è di indurre un basso livello replicativo tale da 
consentire la remissione biochimica (cioè la normalizzazione delle transaminasi, in 
particolare della ALT), il miglioramento del quadro istologico e la prevenzione delle 
complicanze HBV-relate.  
Per quanto concerne la risposta alla terapia, sia per i pazienti HBeAg positivi che HBeAg 
negativi, il risultato ideale sarebbe la perdita dell'HBsAg, con o senza sieroconversione ad 
anti-HBs, sostenuta anche al termine della terapia. Ciò è associato con la completa e 
definitiva remissione dell'epatite B cronica ed un miglioramento dell'outcome 
dell'infezione nel lungo periodo, infatti è considerato il risultato più vicino alla guarigione. 
Tuttavia, tale traguardo è difficilmente raggiungibile con gli attuali trattamenti disponibili. 
Un altro obiettivo soddisfacente è rappresentato dalla sieroconversione HBeAg/anti-HBe 
nei pazienti HBeAg positivi, che costituisce un marcatore accurato dell'avvenuto controllo 
della replicazione virale. Nei soggetti HBeAg negativi un risultato realistico è l'induzione 
di una remissione biochimica e virologica sostenuta anche al termine della terapia, in 
quanto, generalmente, determina una migliore prognosi. Infine, nei soggetti HBeAg 
positivi in cui non avviene la sieroconversione ad anti-HBe e nei pazienti HBeAg negativi, 
l'ultimo miglior risultato ottenibile è l'induzione di una remissione virologica in seguito ad 
una terapia antivirale a lungo termine (EASL, 2012). 
 
 
 
3.3 Criteri di monitoraggio della terapia 
 
Il controllo della replicazione virale, nell'epatite B, avviene attraverso fasi successive che si 
manifestano con l'inibizione della replicazione virale, determinabile con la riduzione 
dell'HBV-DNA sierico; successivamente avviene la sieroconversione da HBeAg ad anti-
HBe (nei soggetti HBeAg potitivi) ed infine si verifica la scomparsa dell'HBsAg con 
eventuale sieroconverione ad anti-HBs. Tuttavia, la comparsa degli anticorpi anti-HBs può 
avvenire mesi ed anche anni dopo la risoluzione del danno epatico HBV-relato, per cui non 
può essere impiegato come marcatore virale di risposta alla terapia nel breve termine 
(EASL, 2012). Al contrario, un parametro clinicamente utile durante il trattamento è il 
dosaggio dell'HBV-DNA sierico. Difatti, la diminuzione della viremia è indice 
dell'efficacia della terapia e della suscettibilità al farmaco sia nei pazienti HBeAg positivi 
che negativi, ma, non è in grado di predire la recidiva dopo la sospensione del trattamento 
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e non può essere impiegata per definirne la durata; considerato che il decremento dell'HBV 
DNA sierico nei soggetti HBeAg positivi, non è sufficiente a garantire un controllo 
duraturo dell'infezione se non avviene anche la sieroconversione ad antiHBe.  
Studi recenti hanno dimostrato che i livelli di HBsAg nel sangue rappresentano un fattore 
predittivo di risposta alla terapia. Nei pazienti HBeAg positivi trattati con interferone la 
riduzione dei livelli di HBsAg al di sotto di 1500 IU/ml dopo 12 settimane di trattamento è 
un forte predittore di sieroconversione. Allo stesso modo, nei soggetti HBeAg negativi un 
decremento dei livelli di HBsAg di 0,5 log10 IU/ml e 1 log10 IU/ml, rispettivamente a 12 e 
24 settimane di trattamento, correlava significativamente con una risposta virologica 
sostenuta (EASL, 2012). Risultati analoghi sono stati ottenuti nei soggetti con epatite 
cronica B trattati con gli agenti antivirali orali (Marcellin P et al., 2013). Sempre più 
evidenze suggeriscono che i livelli sierici di HBsAg potrebbero riflettere l'attività 
trascrizionale del cccDNA e rappresentare pertanto un marcatore virale in grado di fornire 
informazioni complementari alla carica virale. Nella pratica clinica il dosaggio dell'HBsAg 
potrebbe distinguere fin dai primi mesi di trattamento gli individui che probabilmente sono 
in grado di rispondere dopo un breve trattamento da quei soggetti che potrebbero 
beneficiare di una terapia prolungata (Brunetto MR e Lok AS, 2010). 
Al fine di identificare i flare è raccomandato il monitoraggio delle ALT e dell'HBV-DNA, 
nei soggetti con epatite B cronica, almeno ogni 3 mesi nel primo anno dalla diagnosi ed 
ogni 6, massimo 12, mesi negli anni successi. Tale regime è utile anche per differenziare i 
portatori inattivi dai soggetti con epatite B cronica HBeAg negativi. E' altresì importante 
monitorare anche gli individui con bassi livelli replicativi e ALT normali, 
indipendentemente dallo status dell'HBeAg (Halegoua-De Marzio D e Hann HW, 2014; 
EASL, 2012).  
 
 
 
3.4 Chi trattare 
 
Come precedentemente esposto, non esiste ancora il farmaco in grado di eradicare il virus, 
difatti l'obiettivo delle terapie attuali è di contenere e bloccare la replicazione virale. 
Occorre inoltre tener presente che per quanto concerne il virus HBV l'infezione non 
necessariamente coincide con malattia, basti pensare ai cosiddetti portatori inattivi, in cui il 
virus permane all'interno dell'ospite in uno stato quiescente o ad un livello di replicazione 
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così basso da non essere rilevabile nemmeno con le metodiche di biologia molecolare più 
sensibili e da non determinare alcun danno epatico. Quindi, i soggetti che devono essere 
trattati sono i portatori di HBsAg in cui è presente un'attiva replicazione virale e malattia; 
mentre, i portatori inattivi, in cui non ha luogo la replicazione virale, allo stato attuale della 
terapia non possono essere trattati.  
La scelta dei pazienti che devono essere sottoposti a trattamento secondo le linee guida 
internazionali si deve basare sulla valutazione di tre parametri: l'HBV-DNA e le ALT 
sierici, oltre alla valutazione dell'istologia epatica. In generale soggetti che presentano 
livelli di HBV-DNA oltre 2000 IU/ml, ipertransaminasemia e danno epatico con 
necroinfiammazione da moderata a severa, con eventuale presenza di fibrosi, dovrebbero 
essere tenuti in considerazione per iniziare la terapia (EASL, 2012). Nei pazienti con 
epatite attiva, rilevabile anche istologicamente, il trattamento dovrebbe essere iniziato 
indipendentemente dai livelli di viremia. Negli individui HBeAg negativi, i pazienti tipici 
Italiani, il trattamento dovrebbe essere protratto fino a quando non scompare l'HBsAg dal 
siero. Uno stretto follow-up è molto importante ai fini di identificare tempestivamente 
l'insorgenza di una recidiva, che si manifesta con l'incremento dei livelli di HBV-DNA e 
ALT, e che richiede un pronto trattamento (Halegoua-De Marzio D e Hann HW, 2014).  
 
 
 
3.5 Le terapie disponibili per il trattamento dell'epatite B cronica  
 
Attualmente, in Italia e nella maggior parte dei Paesi Europei, sono disponibili sette 
trattamenti per l'epatite B; tra questi troviamo, agenti immunomodulatori, come gli 
interferoni alfa (IFN-alfa 2a) presenti in due formulazioni, convenzionale e peghilato 
(PEG-IFN alfa-2a), e cinque analoghi nucleosidici/nucleotidici orali: lamivudina, adefovir, 
entecavir, telbivudina e tenofovir (Figura 7 e Tabella 2).  
Il PEG-IFN alfa-2b è in commercio per il trattamento dell’epatite C (sostenuta 
dall’Hepatitis C Virus, HCV). Mentre, la combinazione di tenofovir ed emtricitabina, in 
un’unica compressa (Truvada®), è stato approvato per il trattamento dell'infezione 
sostenuta da HIV (Human Immunodeficiency Virus) nell'uomo (EASL, 2012).  
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Figura 7. Caratteristiche dei farmaci approvati per il trattamento dell'epatite B cronica. 
(Halegoua-De Marzio D e Hann HW, 2014) 
 
 
 
3.6 La terapia a base di interferoni  
 
l'IFN-alfa2a, immesso in commercio nel 1991, è stato il primo farmaco di successo 
approvato per il trattamento dell'epatite B cronica che vanta un ampio utilizzo. Nel 2005 la 
formulazione peghilata (Peg-IFN alfa-2a) ha sostituito quella convenzionale grazie alle 
migliori proprietà farmacocinetiche e ad una minor frequenza delle iniezioni (è sufficiente 
un'unica somministrazione settimanale), pur mantenendo la stessa efficacia. L'IFN-alfa 
presenta sia proprietà immunomodulatorie che antivirali. Lo scopo del trattamento con gli 
interferoni è di indurre, mediante un trattamento definito nel tempo, un cambiamento 
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persistente nell'interazione tra ospite e virus passando da un equilibrio patogenetico, 
caratteristico dell'epatite, ad un nuovo equilibrio non più patogenetico. Ciò significa 
stimolare il sistema immunitario del soggetto affinché quest'ultimo diventi in grado di 
controllare il virus determinando così il passaggio da un'infezione attiva, caratterizzata dai 
segni dell'epatite, ad uno stato di “portatore inattivo” (Brunetto MR e Lok AS, 2010). Il 
follow-up a lungo termine di pazienti trattati con l'IFN convenzionale mostra che i soggetti 
che rispondono alla terapia presentano una minore incidenza di scompenso epatico ed 
HCC, oltre ad una migliore sopravvivenza, rispetto ai pazienti che non rispondono. Il 
trattamento standard di 48 settimane con Peg IFN induce la sieroconversione HBeAg/anti-
HBe nel 27% dei soggetti e la perdita dell'HBV DNA nel 25% dei casi. A 6 mesi 
dall'interruzione del trattamento la percentuale di sieroconversione anti-HBe sale al 32%. 
Per quanto concerne la perdita dell'HBsAg e la sieroconversione ad anti-HBs questa si 
verificava dopo 1 anno di terapia, e a 6 mesi dalla sua interruzione, nel 4-6% dei pazienti. 
Dall'osservazione a lungo termine dei soggetti che rispondono alla terapia con IFN emerge 
un progressivo incremento dei pazienti che perdono l'HBsAg anche dopo l'interruzione del 
trattamento. Infatti, dai vari studi clinici effettuati emerge che il 12-65% dei soggetti, che 
nel corso della terapia erano diventati HBeAg negativi, perdevano anche l'HBsAg entro 5 
anni dall'interruzione del trattamento. Ciò costituisce il più alto tasso di risposta mantenuta 
all'interruzione della terapia dopo un anno di trattamento (Halegoua-De Marzio D e Hann 
HW, 2014). Purtroppo, al termine della terapia con interferoni solamente il 20-30% di tutti 
i soggetti trattati è i grado di mantenere la risposta anche dopo svariati anni. 
Per quanto concerne i valori basali in grado di predire il successo della terapia, i dati 
disponibili indicano che una bassa carica virale (HBV DNA <107 IU/ml) ed elevate ALT 
(oltre 3 volte il limite della normalità) sono associati con una maggiore probabilità di 
sieroconversione da HBeAg ad anti-HBe e risposta sostenuta al termine del trattamento, 
nei soggetti con epatite cronica B rispettivamente HBeAg positivi e HBeAg negativi. 
Questi dati suggeriscono che le fasi di esacerbazione della epatite, che molto 
probabilmente corrispondono al tentativo di controllo dell'infezione da parte del sistema 
immunitario dell'ospite, rappresentano il momento migliore per iniziare il trattamento 
(Brunetto MR e Lok AS, 2010). Il raggiungimento della risposta virologica precoce, 
definita come la diminuzione dell'HBV DNA sierico di oltre 2 log10 o la soppressione fino 
a livelli inferiori a 105 copie/ml, nelle prime due settimane di terapia, correla con 
l'induzione di una remissione sostenuta dell'infezione al termine del trattamento (Lau GK 
et al., 2005).  
37 
 
Tuttavia, nonostante la terapia con Peg IFN abbia una durata prestabilita (48 o 52 
settimane) e non sia soggetta al fenomeno della resistenza, che invece limita l'efficacia dei 
farmaci antivirali orali, tale farmaco rappresenta solo il 10% di tutte le prescrizioni per il 
trattamento dell'epatite B cronica negli Stati Uniti. Ciò trova spiegazioni negli effetti 
collaterali anche pesanti che caratterizzano la terapia, come astenia, sindrome simil-
influenzale, depressione, ansia, soppressione del midollo osseo che può portare anche ad 
anemia e trombocitopenia (Perrillo R, 2009) e nella modalità di somministrazione 
mediante iniezioni. 
 
 
 
3.7 Il trattamento dell'epatite B cronica con gli analoghi nucleosidici/nucleotidici  
 
Gli analoghi nucleosidici approvati sono: lamivudina (LAM), telbivudina (TLV) ed 
entecavir (ETV), mentre gli analoghi nucleotidici attualmente autorizzati (nucleosidi 
fosforilati) sono adefovir dipivoxil (ADV) e tenofovir disoproxil fumarato (TDF), 
rispettivamente profarmaci di adefovir e tenofovir. A questi si aggiunge la clevudina, 
analogo nucleosidico che è stato approvato per il trattamento dell'epatite B cronica in 
Corea del Sud e nelle Filippine. Inoltre, una serie di farmaci, chimicamente correlati agli 
analoghi nucleotidici/nucleosidici già in commercio, sono attualmente in fase II e III degli 
studi clinici (Tabella 2). È interessante notare che molti di questi composti sono anche 
inibitori della replicazione del virus dell'immunodeficienza umana (HIV). La polimerasi di 
HBV è funzionalmente e strutturalmente correlata alla transcriptasi inversa dell'HIV. 
Tuttavia, mentre gli inibitori della trascrittasi inversa dell'HIV agiscono nelle prime fasi del 
ciclo biologico del virus, nell'HBV, la retrotrascrizione dell'RNA pregenomico (pgRNA) ad 
opera della polimerasi virale, avviene all'interno del nucleocapside già assemblato, in una 
fase tardiva del ciclo vitale del virus. 
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Farmaco Struttura 
chimica 
Nome 
commerciale 
Ditta produttrice Stato 
Lamivudina Analogo della 
citidina;  
L-nucleoside 
Epivir, Zefﬁx Glaxo Smith Kline Approvato dall’FDA, 
nel 1998 
Adefovir dipivoxil Adenosina 
fosforilata 
(nucleotide)  
Hepsera  Gilead Sciences Approvato dall’FDA, 
nel 2002 
Entecavir Analogo della 
Guanosina 
Baraclude Bristol Myers 
Squibb 
Approvato dall’FDA, 
nel 2005 
Telbivudina Analogo della 
timidina;  
L-nucleoside  
Tyzeka, 
Sabivo 
Novartis Approvato dall’FDA, 
nel 2006 
Tenofovir 
disoproxil 
fumarato 
Adenosina 
fosforilata 
(nucleotide)  
Viread Gilead Sciences Approvato dall’FDA, 
nel 2008 
Emtricitabina Analogo della 
citidina;  
L-nucleoside 
Emtriva Gilead Sciences Approvato dall’FDA 
per il trattamento 
dell’infezione da HIV 
Clevudina Analogo della 
timidina;  
L-nucleoside  
Levovir, 
Revovir  
Bukwang 
Pharmaceuticals 
Studi cancellatia 
Besifovir Adenosina 
fosforilata 
(nucleotide) 
 IlDong 
Pharmaceutical  
Co Ltd 
Fase III 
Tenofovir 
alafenamide 
Profarmaco di 
Tenofovir  
 Gilead Sciences Fase III 
AGX-1009 Profarmaco di 
Tenofovir  
 SHRG/YSY (China) Fase II 
Elvucitabina Analogo della 
citidina;  
L-nucleoside  
 Achillion 
Pharmaceuticals 
Fase IIb 
Lagociclovir Analogo della 
Guanosina 
 Medivir/Daewoong 
S Korea 
Fase II 
Pradefovir Profarmaco di 
Adefovir  
 Valeant 
Pharmaceuticals 
Fase II 
Valtorcitabina Analogo della 
citidina;  
L-nucleoside 
 Idenix Fase IIb 
 
 
Tabella 2. Analoghi Nucleos(t)idici inibitori della replicazione di HBV (Menéndez-Arias L 
et al., 2014).  
Note: a. approvato in Corea del Sud e nelle Filippine nel 2006. 
b. gli studi clinici sono stati interrotti, non proseguiranno nella fase III  
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3.8 Meccanismi d'azione degli analoghi nucleosidici/nucleotidici 
 
Gli analoghi nucleos(t)idici inibitori della polimerasi di HBV, nella sua funzione di 
retrotrascrittasi, sono profarmaci che devono essere convertiti dalle chinasi cellulari nella 
loro forma attiva, trifosforilata. I farmaci così attivati competono con i nucleosidi naturali 
per  l'incorporazione nella  catena  di DNA nascente,  ma, a causa della  mancanza di  un 
3'-OH sullo zucchero (Figura 7), non possono formare il legame fosfodiestereo con il 
successivo nucleoside ed agiscono, quindi, come terminatori di catena; ne sono un esempio 
lamivudina, adefovir e tenofovir.  
L'entecavir agisce secondo un meccanismo differente, infatti presenta un gruppo ossidrilico 
sul 3' dello zucchero ed interferisce con la sintesi del DNA a più livelli (Figura 7). Tale 
farmaco agisce principalmente come “terminatore ritardo della catena” (Delayed Chain-
Terminator). L’interruzione della sintesi del DNA non si verifica subito dopo 
l’incorporazione di entecavir, come per i normali terminatori della catena, ma avviene 
generalmente 3 nucleotidi più a valle del sito d’inserzione (Tchesnokov EP et al., 2008 ). 
Inoltre, questo farmaco funge anche da “confonditore dell'appaiamento” ("base pair 
confounder") durante la sintesi dell'elica di DNA complementare, quando la polimerasi 
virale usa proprio l'inibitore come stampo. 
E' stato dimostrato nell'infezione da HIV che l'azione di “terminatore ritardo della catena” 
protegge il farmaco dall'escissione (processo che appartiene ai meccanismi di riparazione 
del DNA e viene messo in atto dal virus al fine di mantenere l'integrità genomica) che 
rappresenta il principale meccanismo di resistenza alla terapia retrovirale.  
Nell'HBV un ulteriore obiettivo degli inibitori nucleos(t)idici è costituito dall'attività di 
priming che presenta la polimerasi virale. Poiché il dGTP (DeoxyGuanosine 
Monophosphate, desossiguanosina monofosfato) è il primo nucleotide coinvolto in tale 
processo, analoghi della guanosina (G), come l'ETV, sono potenziali farmaci in grado di 
interferire in questa fase di replicazione virale. Inoltre, analoghi dell'adenosina (A), come il 
tenofovir, possono compromettere la sintesi del corrispondente trinucleotide dGAA, 
inibendo l'incorporazione del dAMP (DeoxyAdenosine Monophosphate, desossiadenosina 
monofosfato), sempre per competizione con i nucleotidi naturali. 
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È interessante notare che la clevudina trifosfato (un analogo del TTP) inibisce sia il 
processo iniziale del priming da parte della polimerasi virale che l'incorporazione del 
dAMP. Tuttavia, la clevudina non è incorporata nel DNA, infatti, inibisce l'allungamento 
della catena del DNA in maniera non competitiva, probabilmente esercitando una 
distorsione del sito attivo della trascrittasi inversa virale (Menéndez-Arias L et al., 2014). 
 
 
 
3.9 Lamivudina (LMV) 
 
La lamivudina è stato il primo analogo nucleosidico ad essere approvato in America 
dall'FDA (Food and Drug Administration) quale inibitore della trascrittasi inversa di HBV, 
nel 1998. Sebbene attualmente non sia più il farmaco di prima scelta, per la disponibilità di 
altri agenti antivirali orali più potenti e con una barriera genetica più elevata alla resistenza, 
la LMV ha svolto un ruolo chiave nel nuovo approccio terapeutico al trattamento 
dell'epatite B cronica ed ha contribuito a ridurre l'incidenza della complicanze 
dell'epatopatia, come la cirrosi e l'epatocarcinoma, nei soggetti affetti. La terapia di un 
anno con lamivudina induce nel 16-18 % dei soggetti HBeAg positivi la sieroconversione 
da HBeAg ad anti-HBe, tale valore sale al 50% dopo 5 anni di trattamento, inoltre, 
determina la soppressione della replicazione virale nel 60-70% dei pazienti HBeAg 
negativi (Halegoua-De Marzio D e Hann HW, 2014). La risposta sostenuta al farmaco 
dopo l'interruzione del trattamento è inferiore rispetto alla terapia con interferone, ed è 
indipendente dallo status dell'HBeAg; dagli studi clinici emerge che questa può variare tra 
il 50 % e il 80 % per i pazienti HBeAg positivi e il 20-25% per gli HBeAg negativi affetti 
da epatite B cronica. Il trattamento di HBV con LAM si è mostrato in grado di rallentare il 
tasso di sviluppo della fibrosi, nonché la diminuzione dell'incidenza di HCC. A tal 
proposito, le evidenze più convincenti sono state ottenute da Liaw e collaboratori (Liaw 
YF et al., 2004) in uno studio clinico randomizzato e controllato che confrontava la LAM 
con il placebo in soggetti con epatite B cronica avanzata. Lo studio, che è stato interrotto in 
anticipo proprio per il netto beneficio mostrato dal gruppo di pazienti in trattamento con 
lamivudina, ha dimostrato che l'incidenza dell'HCC era significativamente minore nei 
soggetti in terapia con l'analogo nucleosidico rispetto a quelli che avevano ricevuto il 
placebo. Purtroppo, l'uso prolungato della LAM è associato con un significativo rischio di 
sviluppo di resistenza. Difatti, dopo cinque anni di terapia il 65-70% dei soggetti trattati 
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sviluppava resistenza alla terapia (Lok AS e MCMahon BJ, 2009). Quando si confrontano i 
tassi di resistenza con farmaci antivirali nei soggetti con epatite B cronica, è importante 
considerare la metodologia e la definizione della resistenza utilizzata. Infatti, nei lavori in 
cui veniva valutata la resistenza genotipica (identificazione nel genoma di HBV di 
sostituzioni nucleotidiche in grado di conferire potenzialmente resistenza ai farmaci) 
l'incidenza annua variava dal 14% al 32%, mentre studi che prendevano in considerazione 
la resistenza virologica (la vera e propria resistenza al farmaco caratterizzata dalla ripresa 
della replicazione virale) mostravano un tasso annuo di resistenza inferiore, dal 6,4 % al 
15,4 %. Pertanto si ritiene che i dati riportati nei lavori scientifici possano sovrastimare 
quella che è la vera resistenza agli antivirali orali, che si manifesta anche con la 
progressione del danno epatico. 
 
 
 
3.10 Adefovir dipivoxil (ADV) 
 
Adefovir dipivoxil (ADV) è stato il primo analogo nucleotidico approvato negli Stati Uniti, 
nel 2002, per il trattamento dell'epatite B cronica. L'introduzione di questo agente 
antivirale orale ha fornito nuove prospettive nel trattamento dell'infezione persistente di 
HBV, poiché non solo presenta una potenza antivirale maggiore rispetto all'altro farmaco 
all'epoca disponibile (la LMV), ma la sua struttura stereoscopica costituisce un ostacolo 
all'insorgenza della resistenza virale. Per quanto concerne l'efficacia un anno di terapia con 
ADV porta ad un tasso di sieroconversione HBeAg del 12% ed al miglioramento del 
quadro istologico nel 53% dei pazienti HBeAg-positivi. Una volta avvenuta la 
sieroconversione HBeAg/anti-HBe, questa è sostenuta nel 91% dei soggetti. Mentre, i 
pazienti HBeAg-negativi, richiedono una terapia prolungata, anche per tutta la vita. 
Purtroppo questi trattamenti prolungati con adefovir, come per lamivudina, possono 
indurre resistenza nel virus HBV e risultare pertanto inefficaci nel controllare la 
replicazione virale. La persistenza della viremia dopo 48 settimane di terapia è legata allo 
sviluppo di resistenza. Tassi di resistenza di 0 %, 3 %, 18 % e 29 % sono stati segnalati 
rispettivamente a 1, 2, 4 e 5 anni di terapia (Halegoua-De Marzio D e Hann HW, 2014). 
Tuttavia, pur essendo ADV molto efficace nel trattamento dei soggetti con epatite B 
cronica infetti con ceppi virali resistenti alla LAM, gli elevati tassi elevati di resistenza e la 
sua potenziale tossicità renale hanno portato alla riduzione dell'uso di questo farmaco.  
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3.11 Entecavir (ETV) 
 
Durante il periodo tra il 1998 e il 2004, la LAM e l'ADV per il trattamento dei pazienti con 
epatite B cronica naive agli antivirali, e l'ADV per i soggetti che avevano sviluppato 
resistenza alla LMV, sono state le principali strategie di trattamento utilizzate, fino a 
quando nel 2005, è stato approvato negli Stati Uniti un altro analogo nucleosidico: 
lentecavir. Quest'ultimo è un potente inibitore della polimerasi dell'HBV, difatti alla dose di 
0,5 mg determina la diminuzione dei livelli di HBV DNA di 6,98 log10 copie/ml al giorno, 
rispetto alla riduzione di 5,4 log10 copie/ml ottenuta con la LAM (Chang TT et al., 2006). 
In studi clinici che mettevano a confronto l'efficacia di ETV con la LMV, i pazienti che 
avevano ricevuto ETV per 52 settimane raggiungevano una risposta virologica superiore, 
con livelli di HBV DNA inferiori alle 400 copie/ml (67% vs 36%), miglioramento del 
quadro istologico (72% vs 62%) e la normalizzazione delle ALT (78% vs 70%). Tuttavia, 
non vi era alcuna differenza tra ETV e LAM nell'indurre la sieroconversione da HBeAg ad 
anti-HBe (21% contro 18%). L'entecavir si è mostrato superiore alla lamivudina anche in 
pazienti HBeAg negativi, che non erano mai strati trattati con antivirali orali, nel 
determinare il miglioramento dell'istologia epatica (70% vs 61%), la soppressione della 
replicazione virale (90% vs 72%) e la normalizzazione delle ALT (78% vs 71%) (Lai CL et 
al., 2006). Nel medesimo studio di fase III diretto da Lai, i farmaci hanno mostrato un 
profilo di sicurezza paragonabile e non è stata osservata, nel corso delle 48 settimane di 
trattamento, resistenza all'entecavir. Tuttavia, anche l'entecavir, come gli altri agenti 
analoghi nucleos(t)idici, richiede un trattamento nel lungo periodo per mantenere la 
soppressione virale e per prevenire le ricadute. Inoltre, studi a lungo termine condotti su 
pazienti che hanno ricevuto ETV per 5 anni hanno rivelato che il 94% dei soggetti 
continuava ad avere l'HBV DNA inferiore alle 300 copie/ml e l'80% aveva livelli di ALT 
normali. Non solo, l'1,4% dei soggetti arruolati aveva perso l'HBsAg nel corso dello studio. 
Altri studi che prevedevano una terapia con ETV dalla lunga durata hanno mostrato che la 
maggioranza dei pazienti arruolati (ben il 96%) hanno avuto un miglioramento istologico 
sostanziale con regressione di fibrosi e cirrosi. l'ETV è stato anche dimostrato di essere 
superiore a ADV nella realizzazione di una rapida soppressione virale entro 2 settimane di 
terapia. Anche nella terapia di 48 settimane ETV è stato associato a un più alto tasso di 
clearance dell'HBV (58% vs 19%) e normalizzazione delle ALT (76% vs 63%), rispetto ad 
ADV; tuttavia, non vi era alcuna differenza nell'indurre la perdita dell'HBeAg (18% vs 
22%) e la sieroconversione ad anti-HBe (15% vs 22%). Ciò che contraddistingue 
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maggiormente ETV da LMV ed ADV, è che, il primo ha un'alta barriera genetica, presenta 
difatti un'incidenza molto bassa di resistenza. Dopo 6 anni di terapia con ETV è stato 
osservato lo sviluppo di resistenza al trattamento nell'1,2% dei casi in soggetti naive per il 
trattamento con antivirali orali (Tenney DJ et al., 2009). Questo basso tasso di resistenza è 
dovuto sia alla profonda soppressione virale che è capace di determinare il farmaco, sia al 
fatto che devono verificarsi almeno 3 mutazioni in siti differenti per conferire resistenza 
all'antivirale. Tuttavia, nei pazienti che già presentano resistenza alla LAM la probabilità di 
sviluppare resistenza anche all'ETV è maggiore. La terapia con ETV è stata anche 
associata alla diminuzione del rischio di HCC. A tal proposito, lo studio recente di Hosaka 
e collaboratori (Hosaka T et al., 2013) ha mostrato che la terapia con entecavir nel lungo 
periodo, 5 anni, può ridurre l'incidenza dell'epatocarcinama (3.7% nei soggetti con 
entecavir rispetto al 13.7% nel gruppo di controllo) nei soggetti con infezione da HBV. 
Questi hanno dimostrato da analisi di regressione dei fattori di rischio oncogenetico che 
l'effetto del trattamento era maggiore proprio nei pazienti che presentavano un rischio 
elevato di sviluppo dell'HCC.  
 
 
 
3.12 Telbivudina (TLV) 
 
L’elevata incidenza di mutanti HBV resistenti alla lamivudina ha indotto la ricerca di 
nuove molecole in grado di trattare con successo i pazienti infettati con virus LAM-
resistenti. È in questo contesto che nel 2006 è stato approvato dalla FDA, per il trattamento 
dell'epatite B cronica, un altro analogo nucleosidico: la telbivudina (TLV). 
Il tasso di sieroconversione HBeAg/anti-HBe (nei soggetti HBeAg positivi) aumentava 
proporzionalmente con la durata del trattamento; dopo 1 anno di terapia era pari al 22%, 
ma superava il 50% dei soggetti trattati in seguito a 4 anni di trattamento con telbivudina.  
L'inibizione della replicazione virale (definita come livelli di HBV-DNA <300 copie/ml) 
nei pazienti HBeAg positivi era pari al 60%, 56% e 76% rispettivamente a 1, 2 e 4 anni di 
terapia, mentre nei soggetti HBeAg negativi era 88%, 82% ed 86% sempre dopo gli stessi 
anni di terapia (Lai CL et al., 2007; Liaw YF et al., 2009; Halegoua-De Marzio D e Hann 
HW, 2014). 
Lo sviluppo di resistenza a questo farmaco si verificava nel 21,6% di pazienti HBeAg 
positivi e nel 8,6% dei soggetti HBeAg negativi, dopo 1 e 2 anni di terapia rispettivamente. 
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Similmente, dopo 4 anni di trattamento l'incidenza di resistenza era del 10.0% circa sia nei 
pazienti HBeAg positivi che negativi (Wang Y et al., 2013).  
Tuttavia, la telbivudina pur presentando una barriera di resistenza antivirale superiore alla 
lamivudina non è raccomandata come farmaco di prima scelta. La telbivudina si è, 
comunque, dimostrata efficace e sicura nella prevenzione della trasmissione perinatale di 
HBV da madre cronicamente infette al nascituro (Liu M et al., 2013; Zhang H et al., 2014).  
Lo studio GLOBE (Liaw YF et al., 2009), che ha messo a confronto per due anni le terapie 
con lamivudina e telbivudina, ha messo in luce che quest'ultima era più efficace sia 
nell'indurre la sieroconversione nei pazienti HBeAg positivi che nel ridurre la viremia nei 
pazienti HBeAg negativi, già sin dall’ottava settimana di terapia. Vi era, in particolare, un 
sottogruppo di pazienti HBeAg positivi caratterizzati da ridotti livelli di viremia (HBV 
DNA <9 log10 copie/ml) o elevate ALT (ALT ≥ 2 volte il limite normale superiore) al 
basale che hanno ottenuto il miglior risultato, raggiungendo l’inibizione della replicazione 
virale già dopo 24 settimane di terapia con TLV. 
Queste caratteristiche dei soggetti con epatite B cronica, presenti prima dell’inizio della 
terapia e che sono predittive di un buon outcome dell'infezione, devono essere tenute in 
considerazione nella scelta del trattamento.  
Nel complesso, si può affermare che le terapie con lamivudina e telbivudina possono 
essere utilizzate in quei Paesi dove altri trattamenti sono difficilmente reperibili a causa del 
costo elevato, selezionando attentamente i pazienti che presentano quelle caratteristiche al 
basale favorevoli al successo della terapia.  
Un altro aspetto importante della telbivudina è il suo effetto nefroprotettivo come descritto 
da Wang e collaboratori (Wang Y et al., 2013). Questi descrivono un incremento del 16.6% 
della velocità di filtrazione glomerulare (glomerular filtration rate, GFR) rispetto al basale, 
nonostante i soggetti siano stati trattati per 4 anni con telbivudina. Ciò è stato confermato 
da uno studio recente (Gane E et al., 2012) che coinvolgeva circa 2500 pazienti trattati con 
telbivudina. Si osservava, difatti, l'incremento della velocità di filtrazione glomerulare sia 
nei pazienti con cirrosi compensata che scompensata. Il miglioramento riguardava 
particolarmente i pazienti a rischio di insufficienza renale ed era mantenuto per 4-6 anni; 
tuttavia il meccanismo dell'effetto nefroprotettivo della telbivudina è tuttora sconosciuto. 
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3.13 Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) 
 
La terapia di soccorso, cosiddetta rescue therapy, per i pazienti che avevano sviluppato 
resistenza agli agenti antivirali prevedeva l'uso di adefovir, fino a quando, nel 2008, è stato 
approvato per il trattamento dell'epatite B cronica un secondo analogo nucleotidico: il 
tenofovir disoproxil fumarato (TDF).  Le due molecole sono strutturalmente correlate, ma 
il tenofovir si è dimostrato più potente e con una barriera allo sviluppo di resistenza più 
elevata rispetto al suo predecessore, l'adefovir. Dal confronto tra i due farmaci emerge che 
nei pazienti con epatite B cronica HBeAg-positivi quarantotto settimane di terapia con 
tenofovir erano in grado di indurre, con maggior frequenza rispetto ad adefovir, la 
soppressione virale, definita come livelli di HBV DNA <400 copie/ml (76% vs 13%), la 
normalizzazione delle ALT (68% vs 54%), il miglioramento dell'infiammazione a livello 
epatico (67% vs 12%) e la perdita di HBsAg (3,2% vs 0%). Risultati simili sono stati 
ottenuti anche nei pazienti HBeAg negativi, in cui TDF si è mostrato superiore ad ADV nel 
raggiungimento della soppressione virale (93% vs 63%) e nel migliorare il quadro 
istologico (71% vs 49%) (Marcellin P et al., 2008). Dati ottenuti da studi a lungo termine 
(4 anni di terapia) hanno rivelato che tenofovir è eccellente nell'indurre una risposta durata 
al trattamento, con una soppressione della replicazione virale (intesa come valori di HBV 
DNA <400 copie/ml) nel 99% e nel 100% di pazienti HBeAg negativi e HBeAg positivi, 
rispettivamente (Heathcote EJ et al., 2010). Quattro anni di terapia con TDF hanno portato 
anche alla perdita di HBeAg nel 41% dei pazienti e alla sieroconversione HBeAg → 
AntiHBe nel 29% dei casi. Inoltre, è stato dimostrato che il trattamento con tenofovir per 5 
anni non solo era sicuro ed efficace, ma la soppressione virale indotta dalla terapia per un 
lungo periodo portava al significativo miglioramento del quadro istologico (che si 
verificava nell'87% dei pazienti arruolati), con regressione della fibrosi (51% dei soggetti) 
e della cirrosi (74% dei pazienti) (Marcellin P et al., 2013). Dalla revisione di due studi di 
fase III, che prevedevano il trattamento con tenofovir per cinque anni, valutando la risposta 
alla terapia per razza si evince che il farmaco ha un'efficacia paragonabile nel determinare 
la soppressione virale e il miglioramento del quadro istologico sia nei pazienti asiatici che 
non-asiatici (Tsai NC et al., 2014). Tuttavia, la caratteristica più impressionante di TDF, 
oltre ad una profonda capacità di sopprimere la replicazione virale, è che nessuna 
resistenza è stata rilevata ad oggi con 5 anni di terapia (Gane E et al., 2010). Proprio per 
queste caratteristiche eccellenti, TDF è consigliato come agente antivirale di prima linea 
per il trattamento dei pazienti naïve agli antivirali con epatite B cronica.  
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Per quanto concerne la struttura molecolare adefovir e tenofovir differiscono per la 
sostituzione sul carbonio che lega il nucleotide al gruppo fosfato. Difatti, in tenofovir è 
presente un gruppo metilenico (CH3-) mentre in adefovir troviamo un atomo di idrogeno 
(H-) (Figura 8). Ciò introduce un carbonio chirale nella molecola di tenofovir che quindi è 
presente come miscela di enantiomeri; tra questi è l'enantiomero R ((R)-tenofovir) che 
presenta la struttura in grado di mimare i nucleotidi naturali, con cui compete per il legame 
con la polimerasi virale. Uno studio computazionale ha indagato, usando un modeling in 
silico, la differenza strutturale tra i due farmaci e la loro affinità di legame per l'enzima 
virale, wild type e mutato, ponendola a confronto con i nucleotidi naturali. van Hemert e 
collaboratori (van Hemert FJ et al., 2014) hanno messo in luce che (R)-tenofovir si lega 
significativamente meglio di adefovir alla retrotrascrittasi virale, con una differenza di oltre 
due ordini di grandezza a livello esponenziale in termini di concentrazione locale. Nel 
complesso, la differenza di affinità di legame al bersaglio farmaceutico, l'uso di un 
dosaggio 30 volte superiore (10 mg di adefovir contro 300 mg di tenofovir al giorno), oltre 
alla sovrapposizione a livello genomico tra la polimerasi e l'HBsAg che ha un effetto 
limitante sullo sviluppo delle mutazioni, possono spiegare l'assenza di resistenza al 
tenofovir anche dopo 6 anni di monoterapia.  
Il modello computazionale di molecular modeling usato in questo lavoro può essere 
impiegato per studiare come le varie molecole antivirali, sia già approvate che in via di 
sviluppo, si legano alla polimerasi di HBV wild type e mutata. Ciò permette ai ricercatori 
di individuare quei nuovi farmaci che, almeno nel modello in silico, presentano una 
maggiore affinità per l’enzima mutato e quindi un miglior profilo di resistenza. 
Ovviamente i dati così ottenuti devono poi essere confermati in studi pre-clinici in vitro e 
nei modelli animali prima di poter iniziare la sperimentazione nell’uomo. 
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Figura 8. Il legame di adefovir (in rosso, sinistra) e tenofovir (in rosso, destra) alla 
polimerasi wild type di HBV. Adefovir si lega vicino al motive YMDD nella grade tasca 
centrale dell’enzima. Tenofovir si lega in una piccolo tasca dietro il motivo YMDD.  
 
 
 
3.14 La scelta del trattamento iniziale 
 
Per i soggetti che non presentano scompenso epatico, o altre controindicazioni all'uso di 
interferone, possono essere usati come trattamento iniziale sia gli interferoni che gli 
analoghi nucleosidici/nucleotidici. Generalmente alcune caratteristiche del soggetto al 
basale, come bassi livelli di viremia ed elevate ALT, sono in grado di predire una risposta 
favorevole alla terapia sia con interferone che con gli antivirali orali. La decisione di 
iniziare il trattamento con analoghi nucleos(t)idici piuttosto che con gli interferoni si 
dovrebbe basare non solo sulle caratteristiche del paziente presenti prima dell'inizio del 
trattamento e la probabilità di ottenere una risposta a lungo termine, ma anche sulle 
preferenze e volontà del soggetto di intraprendere una terapia di lunga durata. Difatti, a 
favore del trattamento con interferoni troviamo: la durata limitata nel tempo (48 
settimane), il tasso relativamente alto di sieroconversione HBeAg/antiHBe, rispetto ai 
pazienti trattati con analoghi nucleos(t)idici (PEG-IFN = 30 %, LMV = 22 %; ADV = 24 
%, ETV = 22 %), ed, infine, l'assenza di selezione di mutanti di HBV. Dall'altro lato gli 
antivirali orali inibiscono la replicazione del virus senza causare effetti collaterali 
clinicamente significativi, quindi controindicazioni al loro uso sono estremamente rare. Al 
contrario, i numerosi effetti collaterali del trattamento basato con IFN possono far preferire 
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la terapia con gli analoghi nucloes(t)idici sia dai pazienti che dai medici. Tuttavia, la 
terapia con quest'ultimi farmaci si protrae per un periodo indeterminato di tempo e la 
sieroconversione HBeAg/antiHBe ed HBsAg/antiHBs è possibile solo dopo anni di 
trattamento ed esclusivamente con i più potenti antivirali, ETV e TDF.  
Per ottimizzare il trattamento con gli analoghi nucleos(t)idici, il farmaco iniziale deve 
avere una potente attività antivirale ed una elevata barriera genetica allo sviluppo di 
resistenza. Quindi, tra le molecole approvate per il trattamento dell'epatite B cronica, 
solamente entecavir e tenofovir disoproxil fumarato soddisfano queste caratteristiche. 
Difatti, confrontando i vari agenti antivirali orali attualmente in commercio si rileva che 
l'incidenza di sviluppo di resistenza era pari al 70% e 29% dopo 5 anni di trattamento 
rispettivamente con lamivudina ed adefovir ed al 34% dopo 3 anni con telbivudina. Invece, 
la resistenza ad entecavir era solo dell'1,2% dopo ben 6 anni di terapia; mentre in seguito a 
5 anni di trattamento con tenofovir non veniva registrato alcun caso di resistenza al 
farmaco. Tuttavia occorre tener presente che negli studi condotti con tenofovir ai soggetti 
che dopo 72 settimane di trattamento presentavano ancora livelli rilevabili di viremia 
(HBV-DNA>300 copie/ml) veniva associata l'emtricitabina (Menéndez-Arias L et al., 
2014). Pertanto, i dati attribuibili alla monoterapia con tenofovir sono limitati alle 72 
settimane di trattamento. 
In conclusione, tra gli antivirali orali esclusivamente entecavir e tenofovir dovrebbero 
essere impiegati come terapia di prima scelta. Nei paesi in cui entrambi i farmaci sono 
disponibili e la differenza di prezzo è minima, la scelta tra i due si basa sui profili di 
sicurezza. Tenofovir si è mostrato sicuro quando somministrato in gravidanza, pertanto è la 
terapia preferenziale in donne che hanno un desiderio di maternità o che sono già in stato 
interessante. Mentre entecavir è il farmaco ideale per quei soggetti che mostrano al basale 
la funzionalità renale compromessa, o altre patologie come l'ipertensione o il diabete, che 
nel tempo possono ugualmente condurre alla riduzione della funzionalità renale.  
E' di cruciale importanza iniziare il trattamento con gli antivirali orali impiegando farmaci 
ad elevata barriera genetica alla resistenza, come mostrano i dati ottenuti dagli studi 
condotti con entecavir. Difatti, mentre dopo 5 anni di trattamento l'incidenza della 
resistenza al farmaco era pari allo 1,2% in soggetti naive agli antivirali, questa saliva fino 
al 50% in pazienti che già erano resistenti alla lamivudina (Brunetto MR e Lok AS, 2010).  
Oltretutto, occorre tener presente che lo sviluppo di resistenza determina una più rapida 
progressione del danno epatico verso lo scompenso d’organo. Ciò è dovuto alla ripresa 
della replicazione virale, che si manifesta clinicamente con l'incremento rapido dell'HBV-
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DNA dopo che questo ha raggiunto livelli non determinabili (definito come breakthrough 
virologico) e che precede, di alcune settimana o mesi, il rialzo delle transaminasi. Questi 
eventi conducono inesorabilmente alla progressione del danno epatico. 
 
 
 
3.15 Meccanismi di sviluppo della resistenza agli antivirali orali (inibitori della 
polimerasi di HBV)  
 
Un fattore determinante nel lento processo di eliminazione del virus HBV dalle cellule 
infette è rappresentato dalla presenza dell'intermedio replicativo cccDNA, che si comporta 
come un vero e proprio minicromosoma. Questa molecola di DNA permane per lungo 
tempo nei nuclei degli epatociti infetti ed agisce come un reservoir per la riattivazione 
della replicazione virale, che si può verificare dopo la sospensione della terapia antivirale o 
nei pazienti con epatite B cronica immunocompromessi, determinando così la recidiva 
della malattia.  
Inoltre, è stato dimostrato nella marmotta americana, quale modello di infezione degli 
hepadnavirus, che le mutazioni in grado di conferire resistenza ai farmaci sono fissate nel 
cccDNA. Pertanto, la stabilità di questo intermedio replicativo costituisce il maggior limite 
per l'eradicazione dell'infezione in soggetti con epatite B cronica con gli attuali agenti 
antivirali.  
Una combinazione di fattori virali e dell'ospite determinano la persistenza di HBV ed 
anche la resistenza agli analoghi nucleos(t)idici. L'infezione da HBV è caratterizzata da 
livelli molto elevati di produzione virale, con 1011 virioni prodotti ogni giorno. L'alto tasso 
di replicazione dell'HBV insieme all'elevato tasso di mutazione (1 ogni 105 nucleotidi 
durante ogni ciclo di replicazione, per la natura della trascrittasi inversa virale che è error-
prone, mancando dell'attività di proof-reading) determinano, nei pazienti con epatite B 
cronica, la presenza di una popolazione virale altamente eterogenea, caratterizzata dalle 
cosiddette quasispecie, che possono differire tra loro anche per un singolo nucleotide al 
livello del genoma virale.  
L'applicazione delle metodiche di clonazione e pyrosequencing al genoma di HBV ha 
messo in luce che singole mutazioni esistono, all'interno dell'eterogenea popolazione 
virale, ancor prima dell'inizio della terapia.  
All'interno dello stesso paziente, le quasispecie virali si evolvono nel corso dell'infezione, 
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difatti, le diverse varianti o i mutanti sono selezionati nei vari stadi dell'infezione in seguito 
alla pressione selettiva della risposta immunitaria dell'ospite o della terapia antivirale 
(Figura 9). Diversi meccanismi sono coinvolti nella selezione di mutanti resistenti ai 
farmaci durante la terapia con gli analoghi nucleos(t)idici orali. Una nuova acquisizione, o 
una mutazione preesistente, in grado di conferire un vantaggio selettivo ad una variante 
virale genererà una progenie che avrà maggiore capacità di fitness e quindi potrà 
diffondersi più rapidamente nel fegato, consentendo al corrispondente mutante di diventare 
la specie dominante, durante la terapia antivirale. 
La sostituzione del virus wild type negli epatociti con un mutante dominante è un processo 
lento; studi in modelli animali indicano che i mutanti resistenti agli antivirali tendono ad 
infettare prevalentemente le cellule non infettate, pertanto la diffusione del mutante 
dominante dipende dal numero degli epatociti non infettati in cui il virus si può replicare. 
 
 
 
 
Figura 9. Meccanismi di selezione ed emergenza di mutanti di HBV resistenti ai farmaci 
(Zoulim F e Locarnini S, 2009). 
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Infatti, il sistema immunitario dell'ospite potrebbe richiedere anche mesi per eliminare gli 
epatociti infettati con l'HBV selvaggio e allo stesso modo le nuove cellule epatiche, che 
sono suscettibili all'infezione dal virus mutante resistente ai farmaci. Anche la capacità 
d'infezione dei virus mutanti può influire sulla velocità con cui sono selezionati 
positivamente; a tal proposito occorre tener presente che il gene virale codificante per la 
polimerasi virale si sovrappone all'antigene di superficie, per cui mutazioni che avvengono 
in quella regione del genoma virale possono influenzare la fitness virale, l'infettività, il 
rilascio dei virioni, i breaktrough virologici ed infine anche la profilassi vaccinale.  
Inoltre, la probabilità che una mutazione associata con la resistenza ad un farmaco sia 
selezionata durante la terapia dipende anche dalla potenza di tale farmaco, infatti più i 
farmaci presentano una maggior capacità di ridurre la replicazione virale (come entecavir e 
tenofovir) e minore sarà la probabilità d'insorgenza di virus mutanti resistenti.  
Infine, la resistenza ai farmaci antivirali è influenzata anche da caratteristiche dell'ospite, 
come la risposta immunitaria e il patrimonio genetico. Inoltre, gli epatociti infetti (e non) 
hanno una lunga emivita (da 30 a 100 giorni), contribuendo in questo modo alla 
persistenza di HBV nel fegato (Zoulim F e Locarnini S, 2009). 
La resistenza crociata (o cross-resistenza) è definita come la resistenza ad un determinato 
farmaco a cui un virus non è mai stato esposto; questa, come la resistenza, tende ad essere 
struttura specifica. Dal punto di vista delle caratteristiche strutturali, i 5 analoghi 
nucleos(t)idici approvati per il trattamento dell'epatite B cronica, sono stati classificati in 3 
gruppi: gli L-nucleosidi (LMV e TLV), i fosfonati alchilici (ADV e TDF), e il gruppo del 
D-ciclopentano (ETV).  
Due tipi di mutazioni sono state associate con il fallimento della terapia con gli antivirali 
orali: le mutazioni primarie, che sono direttamente responsabili della resistenza ai farmaci, 
e le mutazioni secondarie (di compenso), che migliorano la fitness del virus mutante. 
Spesso le mutazioni che conferiscono la resistenza ai farmaci comportano una perdita nella 
capacità replicativa del virus, per cui le mutazioni di compenso (che avvengono sempre 
casualmente, ristabiliscono una miglior fitness, per cui sono selezionate positivamente 
sotto la pressione selettiva del farmaco antivirale. 
Sono stati identificati otto codoni nel gene della polimerasi di HBV che sono associati con 
la resistenza primaria agli analoghi nucleos(t)idici: 169, 180, 181, 184, 202, 204, 236 e 250 
(Figura 10).  
E' stato dimostrato che i 5 farmaci attualmente in commercio non presentano la stessa 
sensibilità o resistenza alle varie mutazioni identificate. In particolare sono stati individuati 
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quattro gruppi di sostituzioni nucleotidiche: (1) la rtM204V/I cui sono sensibili gli L-
nucleosidi (LMV e TLV); (2) la rtN236T per i fosfonati alchilici (ADV e TDF); (3) la 
rtA181T/V che è condivisa tra gli L-nucleosidi ed i fosfonati alchilici; e (4) il gruppo di 
mutazioni rtL180M, rtM204V, I169T, T184S/G/C, S202C/G/I, M250I/V cui è sensibile il 
D-ciclopentano (ETV). Ma mentre per i primi 3 gruppi di mutazioni è sufficiente una 
singola sostituzione nucleotidica per conferire resistenza al farmaco, per il gruppo 4 sono 
necessarie almeno tre mutazioni. Questo approccio che studia i "percorsi di evoluzione 
virale" facilita la comprensione delle mutazioni cui va incontro l'HBV nel corso della 
terapia con gli antivirali orali e può essere utilizzato per prevedere i risultati dei pazienti al 
trattamento. 
La monoterapia sequenziale con gli analoghi nucleos(t)idici può promuovere la selezione 
di ceppi multiresistenti (multi drug resistant, MDR) di HBV, soprattutto quando i pazienti 
sono sequenzialmente trattati con farmaci dalle caratteristiche strutturali simili, come ad 
esempio il trattamento con LMV seguito da ETV o LMV seguito da ADV. Il fenomeno 
della resistenza crociata e della multiresistenza potrebbero eventualmente essere superati 
dallo sviluppo di farmaci in grado di bloccare fasi del ciclo biologico virale distinte da 
quelle inibite dagli antivirali orali. 
Mutazioni nel gene virale della polimerasi possono portare alla formazione di un virus 
resistente non solo agli antivirali orali, ma anche al vaccino attualmente utilizzato. Tutto 
ciò è possibile in quanto cambiamenti significativi nella sequenza nucleotidica di tale gene 
virale si riflettono su quello della proteina pre-S, i cui frammenti sono impiegati come 
agenti immunogeni nel vaccino. Si possono quindi sviluppare mutanti virali, denominati 
“mutanti in grado si sfuggire al vaccino” (vaccine escape mutant, VEM), resistenti agli 
specifici anticorpi neutralizzanti che sono indotti dalla vaccinazione o che sono impiegati 
come immunoglobuline. Sono quattro le condizioni che si devono verificare per la 
selezione di nuovi varianti di HBV in grado di determinare l'insuccesso della vaccinazione: 
i) le mutazioni devono essere “fissate” nel genoma virale, ii) i cambiamenti 
nell'antigenicità della regione pre-S devono essere tali da prevenire la neutralizzazione da 
parte degli anticorpi indotti in seguito all'immunizzazione attiva (effettuata, appunto, con il 
vaccino), iii) i mutanti devono possedere una capacità infettiva in grado di diffondere 
l'infezione in soggetti immunizzati, iiii) deve essere confermata l'infezione acuta o cronica 
ad opera proprio di una variante virale VEM. I virus mutanti escape rappresentano un 
potenziale rischio d'infezione sia all'interno della popolazione vaccinata, verso l'HBV wild-
type, che non vaccinata. La diffusione di questi mutanti può vanificare completamente i 
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risultati di un'efficacia profilassi attiva e passiva contro l'HBV. Come precedentemente 
esposto la selezione di virus mutanti è maggiore sotto la pressione selettiva di farmaci con 
relativamente bassa attività antivirale, come la lamivudina. Pertanto è una priorità della 
salute pubblica mondiale identificare quelle regioni, come i paesi Asiatici e la Polonia, che 
presentano la più alta probabilità di occorrenza di mutanti in grado di sfuggire alla 
vaccinazione proprio perché presentano si un'alta incidenza dell'HBV che un ampio uso di 
lamivudina come antivirale (Lapinski TW et al., 2012). 
 
 
 
 
 
Figura 10. Mutazioni primarie nel gene della polimerasi di HBV che conferiscono 
resistenza ai farmaci antivirali orali (Zoulim F e Locarnini S, 2009).  
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4. Nuove prospettive per il trattamento dell'epatite B cronica 
 
 
 
Dagli anni '90 ad oggi sono stati ottenuti progressi fondamentali nel trattamento dell'epatite 
B cronica grazie all'immissione in commercio delle terapie a base di interferone e di 
analoghi nucleosidici/nucleotidici orali. Sebbene questi due nuovi approcci terapeutici 
abbiano rivoluzionato la gestione del malato di epatite B cronica, presentano entrambi dei 
limiti. L'Interferone-alfa peghilato (PEG-IFN-α) costituisce un trattamento definito nel 
tempo, ma è scarsamente tollerato e determina una risposta clinica sostenuta solo in un 
sottogruppo di pazienti, pari a circa il 30% di tutti i soggetti trattati. Al contrario gli 
analoghi nucleos(t)idici di prima scelta (tenofovir disoproxil fumarato ed entecavir) 
rappresentano una terapia sicura, ben tollerata, altamente efficace, tuttavia richiedono la 
somministrazione cronica al fine di mantenere la soppressione virale. Nel complesso, la 
capacità di "curare" l'infezione da HBV (intendendo con “cura” la perdita sia dell'HBV-
DNA che dell'HBsAg, oltre alla sieroconversione ad anti-HBs ed il mantenimento di queste 
risposte anche alla sospensione del trattamento) rappresenta un obiettivo che non è stato 
ancora adeguatamente raggiunto con le terapie attuali. Inoltre, i farmaci in commercio non 
sono tuttora in grado di eradicare definitivamente l'HBV, il quale persiste negli epatociti 
infetti in forma episomiale sotto forma di cccDNA, un vero e proprio minicromosoma 
complessato con le proteine istoniche cellulari.  
Quindi, è estremamente necessario sviluppare nuovi farmaci, più efficaci, sicuri ed allo 
stesso tempo convenienti dal punto di vista economico, al fine di migliorare l'esito 
dell'infezione sostenuta da HBV. La terapia ideale dovrebbe determinare l'attivazione 
dell'immunità antivirale e l'induzione di un efficiente e duraturo controllo della 
replicazione virale. L'optimum sarebbe individuare molecole in grado di eradicare 
definitivamente l'infezione (eliminando quindi anche il genoma virale nella forma di 
cccDNA) o, ancora meglio, capaci di prevenire l'instaurarsi dell'infezione. 
I nuovi approcci terapeutici possono essere classificati in due categorie fondamentali: da 
un lato le terapie che hanno come bersaglio direttamente il virus o elementi dell'ospite 
necessari al ciclo biologico virale, e dall'altro molecole che mirano a ripristinare e/o 
coadiuvare la risposta innata o acquisita dell'ospite. 
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4.1 Interventi immuno-terapeutici nei soggetti con epatite B cronica 
 
Il razionale per lo sviluppo di trattamenti che si basano sul potenziamento del sistema 
immunitario umano è fornito dall'osservazione che la risposta immunitaria è 
potenzialmente capace di contenere efficacemente l'infezione sostenuta da HBV, come 
avviene nella maggior parte dei soggetti che entrano in contatto con il virus da adulti, nei 
quali l'epatite B si presenta come un'infezione acuta autolimitante. 
L'infezione virale diventa clinicamente rilevante solo quando la virulenza dell'agente 
patogeno prevale i meccanismi di difesa del sistema immunitario dell'ospite, evento che 
avviene spesso attraverso fenomeni di evasione in grado di sopprimere l'attivazione della 
risposta immunitaria innata e/o adattativa. Quindi, il ripristino delle funzioni dell'immunità 
antivirale, sia aspecifica che acquisita, dovrebbe portare alla risoluzione delle infezioni 
virali persistenti.  
 
 
 
4.1.1 Attivazione della risposta immunitaria innata come approccio terapeutico 
per l'epatite B cronica  
 
Tenuto conto che il riconoscimento degli agenti patogeni da parte del sistema immunitario 
dell'ospite è mediato dal cosiddetto pattern di riconoscimento recettoriale (Pattern 
Recognition Receptor, PRR) (come illustrato nei paragrafi precedenti), l'adeguata 
stimolazione di queste famiglie recettoriali, che determina l'attivazione dell'immunità 
innata e di conseguenza l'induzione della risposta adattativa, costituisce un approccio 
potenzialmente curativo per l'epatite B cronica. 
Attualmente, l'IFN-alfa, che è il principale mediatore del sistema PRR, e le terapie basate 
su nuovi agonisti di questo sistema recettoriale costituiscono due delle principali strategie 
tese a ripristinare la risposta immunitaria innata ed a potenziare la risposta adattativa 
contro l'infezione da HBV.  
Le nuove potenziali terapie basate sull'attivazione dell'immunità innata mirano a 
determinare l'induzione selettiva di specifici pathway antivirali. Ciò è possibile anche 
mediante il rilascio degli agonisti PRR direttamente a livello epatico, al fine di limitare gli 
effetti collaterali determinati da un'attivazione indiscriminata della risposta infiammatoria 
che altrimenti si verificherebbe. 
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4.1.2 Terapia a base di nuovi interferoni 
 
Nel trattamento dell'epatite B cronica, un progetto importante è costituito dallo sviluppo di 
nuove terapie a base di interferone (considerata la capacità terapeutica del trattamento con 
IFN-alfa) caratterizzate da una migliore efficacia antivirale ed una riduzione degli eventi 
avversi sia per incidenza che per severità.  
In seguito allo stimolo dei PRR oltre agli interferoni di tipo I (IFN-alfa e beta) sono 
prodotti anche gli interferoni di tipo III, gli IFN-lambda (IFN-lambda1, 2, e 3). L'IFN-
lambda è secreto dai linfociti T citotossici ed inibisce sia l'espressione genica che la 
replicazione virale negli epatociti infetti, mediante un meccanismo non citotossico 
(Guidotti LG e Chisari FV, 2006). L'IFN-lambda riconosce complessi recettoriali differenti 
(IL-10Rbeta e IL-28Ralfa) rispetto agli IFN di tipo I (IFNAR1 e IFNAR2). Tuttavia, 
nonostante sia le citochine che i recettori mostrino una scarsa omologia di sequenza, i due 
tipi di IFN (I e III) condividono le stesse molecole coinvolte nella trasduzione del segnale 
recettoriale, il pathway Jak/STAT. Difatti, Pagliaccetti e collaboratori (Pagliaccetti NE et 
al., 2010) hanno dimostrato che l'IFN-lambda, come gli IFN-alfa e beta, previene 
l'assemblaggio dei capsidi virali contenenti l'RNA pregenomico, per cui i due tipi di 
interferone presentano un unico meccanismo antivirale.  
Allo stesso modo l'IFN-lambda induce una varietà di geni simili ai cosiddetti geni 
inducibili dagli interferoni (indotti dagli IFN tipo I) e si è mostrato, in modelli in vitro, in 
grado di inibire la replicazione di diversi virus, tra cui l'HBV, anche se i meccanismi 
molecolari alla base di tale fenomeno sono tuttora sconosciuti.  
L'espressione dei recettori per gli IFN di tipo III, è ristretta alle cellule epiteliali ed è 
espressa esclusivamente a minimi livelli nelle cellule endoteliali del microcircolo, negli 
adipociti, nelle cellule primarie del sistema nervoso centrale, e nelle cellule ematopoietiche 
con eccezione dei linfociti B, a differenza dei recettori per gli IFN di tipo I, che sono 
ampiamente diffusi. Questa limitata distribuzione recettoriale fa presupporre che una 
terapia a base di IFN-lambda abbia la potenzialità di ridurre l'incidenza di eventi avversi 
sistemici, pur preservando l'effetto antivirale diretto verso l'HBV. A sostegno di questa 
ipotesi in uno studio clinico abbastanza recente l'IFN lambda-1 peghilato (Peg-IFN-
lambda1) ha mostrato, rispetto all'IFN-alfa, una minore incidenza degli eventi avversi, oltre 
ad una ridotta severità di questi, mantenendo tuttavia la capacità di ridurre 
significativamente la viremia in pazienti con epatite C cronica (Muir AJ et al., 2010). Il 
confronto tra le terapie con Peg-IFN-alfa e Peg-IFN-lambda1 in termini di efficacia e 
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sicurezza, nei soggetti con epatite B cronica, è tuttora in corso.  
In conclusione, l'impiego di nuovi tipi di IFN e lo sviluppo di farmaci in grado di 
migliorare l'efficacia e/o la sicurezza di queste citochine potrebbe condurre a terapie più 
efficaci e tollerabili (Chang J et al., 2012). A tal proposito una migliore comprensione dei 
meccanismi antivirali mediati dalle citochine in vivo potrebbe condurre anche 
all'identificazione di nuovi potenziali target terapeutici. 
 
 
 
4.1.3 Sviluppo di molecole agoniste dei recettori dell'immunità innata (PRR): 
TLR e RLR 
 
L'attivazione di TLR (Toll-Like receptor) e RLR (RIG-I-Like receptor) non solo è in grado 
di indurre una risposta immunitaria innata capace di limitare la replicazione e la diffusione 
virale, ma modula anche l'attivazione della risposta immunitaria adattativa diretta verso i 
virus. Per questi motivi gli antagonisti TRL e RLR sono studiati come potenziali agenti 
antivirali e come adiuvanti nelle vaccinazioni preventive e terapeutiche (Kanzler H et al., 
2007). 
L'obiettivo di questo approccio terapeutico è di individuare agonisti dei recettori TLR e/o 
di RLR in grado sia di indurre una risposta immunitaria innata competente e capace di 
inibire la replicazione virale di HBV, che di ripristinare la risposta immunitaria adattativa 
al fine di controllare efficacemente l'infezione virale.  
Come precedentemente esposto, il trattamento con agonisti dei TLR era in grado di inibire 
la replicazione virale nel modello del topo mutante. All'interno dell'ampia famiglia dei 
TLR, solamente gli agonisti di TLR3 e TLR7 sono oggetto di studio come potenziali target 
terapeutici per il trattamento dell'epatite B cronica. Sin da quando la famiglia dei TLR è 
stata scoperta, al fine di comprenderne il ruolo nell'immunità innata e studiarne la 
trasduzione del segnale, sono state realizzate piccole molecole sintetiche in grado di 
attivare selettivamente un unico tipo recettoriale.  
TLR3 è in grado di riconoscere gli RNA a doppia elica, una forma di acido nucleico che 
non è presente nell'uomo e pertanto viene riconosciuto come esogeno. Difatti, gli RNA a 
doppio filamento sono tipici delle infezioni virali, in particolare costituiscono il genoma 
dei retrovirus e sono presenti come intermedio replicativo anche nel ciclo biologico di 
HBV. A tal proposito alcuni studi, già negli anni '70, hanno dimostrato che scimpanzé con 
58 
 
epatite cronica sostenuta da HBV se trattati con polyICLC (polylysine and 
carboxymethylcellulose-modified polyriboinosinic: polyribocytidylic acid, un RNA 
sintetico a doppia elica) mostravano una riduzione dei livelli di viremia, di HBsAg e di 
HBeAg nel siero, seppur transitoriamente (Purcell RH et al., 1976). Allo stesso modo un 
altro agonista di TLR3 (poly I:C12U o Rintatolimod,  Ampligen®) si era mostrato in grado 
di inibire la replicazione virale ed indurre la secrezione di IFN nel modello d'infezione 
animale dell'anatra. 
TLR7, che è espresso prevalentemente sulle cellule dendritiche plasmacitoidi e sui linfociti 
B, è in grado di riconosce gli RNA a singolo filamento presenti negli endosomi, reperto 
caratteristico del genoma virale internalizzato dalle cellule professionali presentanti 
l'antigene (cellule dendritiche e macrofagi). La molecola GS-9620 (8-(3-(pirrolidin-1-
metil)benzil)-4-amino-2-butossi-7,8-diidropteridin-6(5H)-one), un potente e selettivo 
agonista di TLR7 somministrabile oralmente, è in sviluppo per il trattamento dell'epatite B 
e C cronica da parte dell'industria farmaceutica Gilead Science Inc.  
Gli studi preclinici, nei modelli animali (marmotta americana e scimpanzé) di epatite B 
cronica, hanno mostrato che la somministrazione di GS-9620 per un breve periodo (4 e 8 
settimane) era in grado di ridurre significativamente la viremia in tutti gli animali trattati e 
di determinare, in una quota parte, oltre alla riduzione di HBeAg ed HBsAg anche le 
rispettive sieroconversioni (Menne S et al., 2011; Lanford RE et al., 2013). Inoltre, la 
riduzione della viremia persisteva anche per mesi dal termine del trattamento. Infine, GS-
9620 induceva la secrezione di IFN-α ed altre citochine e chemochine, determinava 
l'attivazione dei geni stimolati dall'interferone (ISG) e la proliferazione delle cellule natural 
killer e di altre popolazioni linfocitarie, oltre ad indurre un incremento dell'apoptosi degli 
epatociti. In conclusione, la molecola GS-9620 si è mostrata capace di attivare il segnale 
mediato dal TLR7 nelle cellule immunitarie degli scimpanzé, che ha condotto 
all'eliminazione degli epatociti infettati da HBV.  
L'obiettivo della terapia con GS-9620 è di indurre un effetto antivirale mirato al fegato 
senza determinare gli eventi avversi associati all'effetto sistemico del trattamento con IFN-
alfa. A tal proposito è stato dimostrato, sia nei modelli animali (topo transgenico e macaco) 
che nei volontari sani, che tale terapia già a basse dosi (2, 4, e 6 mg) è in grado di indurre 
l'espressione a livello periferico dei geni inducibili dagli interferoni, senza determinare 
un'attivazione sistemica dell'IFN-alfa e l'insorgenza dei correlati eventi avversi (Fosdick A 
et al., 2014; Lopatin U et al., 2013). Fosdick sostiene che alla base di questa risposta 
presistemica vi sia l'elevato assorbimento intestinale del potenziale farmaco, ciò facilita 
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l'attivazione locale di TLR7 espresso sulle cellule dendritiche plasmacitoidi al livello del 
tessuto linfoide associato all'intestino e/o a livello epatico.  
Infine, GS-9620 si è dimostrato sicuro, ben tollerato e in grado di indurre i geni inducibili 
dagli interferoni senza determinare l'attivazione di IFN-alfa a livello sistemico, anche nei 
soggetti malati, affetti da epatite C cronica (Lawitz E et al., 2014).  
Ulteriori studi clinici sono necessari affinché la molecola GS-9620 possa diventare un 
nuovo farmaco, con un approccio totalmente differente rispetto a quelli attualmente 
disponibili, per il trattamento delle epatiti croniche. Infatti, ad oggi l'unico farmaco 
approvato, con attività agonista dei PRR, è l'Aldara® (imiquimod), una piccola molecola 
agonista di TLR7 usato come trattamento topico delle infezioni sostenute dal papilloma 
virus.  
Il limite principale allo sviluppo di queste molecole è che la somministrazione sistemica 
alla dose efficace generalmente è associata ad eventi avversi sistemici a causa 
dell'induzione di un'ampia risposta immunitaria caratterizzata dall'elevata produzione di 
citichine e chemochine proinfiammatorie. Al fine di superare questo ostacolo gli agonisti di 
TLR3 o TLR7 potrebbero essere rilasciati direttamente a livello epatico mediante i 
liposomi o le nanoparticelle, così da attivare selettivamente le cellule del Kupffer o le 
cellule sinusoidali epatiche.  
 
 
 
4.1.4 Modulatori della trasduzione del segnale dei PRR e attivatori di specifici 
pathway 
 
Una potenziale terapia per il trattamento dell'epatite B cronica, attualmente in studio, 
consiste nel modulare farmacologicamente la risposta immunitaria innata indotta dal virus 
o dagli agonisti PRR. 
L'obiettivo di questo nuovo approccio è di stimolare opportunamente precisi pathway di 
trasduzione del segnale, al fine di potenziare selettivamente la risposta antivirale e 
attenuare la dannosa risposta infiammatoria sistemica.  
L'induzione delle citochine e chemochine proinfiammatorie, compresi gli IFN, è 
controllata da differenti percorsi di trasduzione del segnale, che in parte si sovrappongono.  
Come illustrato in Figura 11, mentre la cascata del segnale che coinvolge l'attivazione 
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delle MAP chinasi (MAPK) e del fattore di trascrizione NFkB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) conduce alla produzione di svariate citochine e 
chemochine proinfiammatorie, la via che implica l'attivazione dei fattori di trascrizione 
IRF3 o IRF7 (Interferon regulatory factor 3 o 7) determina la secrezione selettiva degli 
IFN-alfa/beta. 
A tal proposito è stato dimostrato che il trattamento con la piccola molecola isoflavonoide 
KIN 101 agonista di RIG-1 (retinoic acid-inducible gene 1) recettore citosolico attivato 
dagli acidi nucleici virali che conduce all'attivazione selettiva di IRF-3, inibisce la 
replicazione di HBV sia in epatociti murini che umani (Chang J et al., 2012). 
Inoltre, sebbene le tre MAP chinasi, p38, ERK e JNK, possono essere attivate dagli 
agonisti TLR e RLR, così come dalle infezioni virali, ciascuna di queste svolge un ruolo 
differente nella regolazione dell'espressione degli IFN e degli altri geni proinfiammatori. 
Per esempio, l'attivazione di ERK è necessaria per l'induzione di chemochine 
proinfiamamatorie mediate da TLR3 nelle cellule dendritiche, al contrario, la stimolazione 
di JNK ha un effetto inibitorio sulla produzione di citochine.  
Recentemente è stato identificato un composto RO 90-7501, agonista di TLR 3 e RIG-1, in 
grado di promuovere l'espressione del gene per l'IFN-beta e la risposta antivirale mediante 
l'attivazione del pathway della MAP chinasi p38, senza coinvolgere NFkB o IRF3 (Chang 
J et al., 2012).  
Nel complesso queste terapie, una volta sviluppate, sarebbero efficaci verso un ampio 
spettro di infezione virali, come monoterapia oppure in associazione con gli agonisti PRR. 
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Figura 11. Trasduzione del segnale di TLR e RLR in seguito alla loro attivazione mediata 
da HBV (Chang J et al., 2012).  
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4.1.5 Ripristino  dell'immunità  cellulare,  diretta verso l'HBV,  mediata dai 
linfociti T  
 
Una possibile strategia per sviluppare nuove terapie alternative consiste nello sfruttare 
l'effetto protettivo dei linfociti T diretti verso l'HBV incrementando la loro capacità 
antivirale. 
E' ampiamente riconosciuto che il controllo dell'infezione sostenuta da HBV richiede una 
risposta vigorosa e specifica da parte dei linfociti T citotossici CD8+, al contrario il 
persistere dell'infezione virale è associato ad una risposta limitata e disfunzionale da parte 
di questa popolazione cellulare.  
Infatti, i linfociti T nei soggetti con epatite B cronica sono fortemente inibiti e scarsamente 
capaci di rispondere anche in seguito ad un'adeguata stimolazione esogena, in vitro. In 
particolare, è ritenuto che tali disfunzioni siano determinate dall'esposizione prolungata ad 
elevate quantità di antigeni virali e che al fine di ripristinare le complete funzionalità dei 
linfociti T è necessaria la loro rimozione.  
Nello studio recente condotto da Boni e collaboratori (Boni C et al., 2012) è stato 
dimostrato che l'esposizione protratta agli antigeni virali non determina l'inibizione 
irreversibile del processo di differenziazione dei linfociti T e non preclude la possibilità di 
un recupero funzionale di quest'ultimi, una volta che gli antigeni virali siano rimossi.  
Infatti, linfociti T competenti con ripristinata capacità antivirale possono essere ottenuti, in 
seguito alla coltivazione in vitro, da soggetti che presentano vari gradi di controllo della 
replicazione virale (ottenuto sia naturalmente che indotto dalla terapia), secondo una scala 
gerarchica. La massima soppressione dei linfociti T era presente nei soggetti con epatite B 
cronica non trattati, in cui i virioni e le proteine virali sono presenti in concentrazioni 
estremamente elevate. Quindi, si osservava un progressivo incremento delle funzionalità di 
questa popolazione cellulare nei portatori inattivi cronici che sono in grado di controllare la 
replicazione virale; fino ad arrivare alla massima funzionalità dei linfociti T nei pazienti 
che risolvono spontaneamente l'infezione acuta, con un completo controllo della 
replicazione dell'HBV, ed in soggetti trattati per lungo tempo con gli antivirali orali.  
Pertanto, la possibilità di ottenere il completo recupero funzionale dei linfociti T nei 
pazienti trattati con gli analoghi nucleos(t)idici, in seguito alla coltivazione in vitro, 
implica che la differenziazione di tali cellule non è necessariamente preclusa nell'infezione 
cronica da HBV e che anzi queste possono recuperare le loro funzionalità antivirali. 
Date queste premesse, la stimolazione in vivo delle cellule T potrebbe rappresentare una 
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strategia razionale per accelerare la produzione di anticorpi anti-HBs e migliorare le 
possibilità di controllo del virus in pazienti trattati con antivirali orali e che presentano una 
duratura soppressione virale.  
Al fine di ottimizzare l'efficacia di questo approccio, il monitoraggio immunologico dei 
soggetti potrebbe contribuire a definire quali sono gli specifici profili di linfociti T in grado 
di predire che la stimolazione di queste cellule avrà successo. 
 
 
 
4.1.6 La vaccinazione terapeutica 
 
Negli ultimi decenni la vaccinazione terapeutica è stata la strategia più utilizzata nel 
tentativo di incrementare la funzionalità dei linfociti T specifici diretti verso l'HBV. 
Purtroppo sebbene la vaccinazione con complessi peptidici ottenuti dalle proteine di 
superficie del virus ha mostrato una modesta risposta virologica in uno studio di fase IIb, 
l'efficacia terapeutica del classico vaccino non ha avuto successo. Comunque la recente 
approvazione del vaccino Provenge® (Sipuleucel-T, http://www.provenge.com/) basato su 
cellule dendritiche autologhe per il trattamento del carcinoma prostatico metastatico ha 
dimostrato che la vaccinazione terapeutica può essere una approccio perseguibile con 
successo.  
Sebbene la complessità e i costi elevati dello sviluppo di vaccini basati su cellule 
dendritiche autologhe probabilmente ne precluderà l'impiego per il trattamento dell'epatite 
B cronica, sono in via di sviluppo altre promettenti strategie per la vaccinazione 
terapeutica.  
Tra queste troviamo approcci basti su adenovirus o lieviti. In tale ambito è di particolare 
interesse il sistema sviluppato dalla GlobeImmune: il Tarmogen®, che consiste in un 
lievito inattivato al calore che viene geneticamente modificato così da esporre determinate 
proteine d'interesse (Figura 12). Il sistema prodotto in collaborazione con Gilead Sciences 
Inc., il Tarmogen GS-4774, esprime proteine di fusione che incorporano vari antigeni virali 
di HBV (HBx, HBsAg e HBcAg). Questo lievito ricombinante è stato sviluppato come 
vaccino terapeutico, capace di indurre una corretta stimolazione dei linfociti T diretti verso 
il virus, da usare in combinazione con la terapia antivirale con analoghi nucleos(t)idici, al 
fine di migliorare il trattamento dei soggetti con infezione persistente da HBV. 
Il farmaco in via di sviluppo si è dimostrato capace d'indurre ex-vivo linfociti T CD4+ e 
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CD8+ competenti specifici verso l'HBV, in campioni provenienti sia da volontari sani che 
da soggetti con epatite B cronica; inoltre è in grado di conferire protezione verso la 
oncogenesi HBV-relata nel modello murino. Dopo che è stato completato con successo lo 
studio clinico di fase I su volontari sani, in cui Tarmogen GS-4774 ha confermato i risultati 
degli studi ex-vivo, sono attualmente in corso due studi di fase II che prevedono il 
trattamento in associazione con gli antivirali orali in pazienti già in terapia con quest'ultimi 
o naive. I risultati di questi studi clinici saranno disponibili a partire dal prossimo anno. 
 
 
 
 
Figura 12. Rappresentazione (da sinistra verso destra e dall’alto verso il basso) del 
meccanismo d’azione di Tarmogen.  
Il lievito, una volta somministrato, si lega alle cellule professionali presentanti l’antigene 
(APC, es. cellule dendritiche) determinandone l’attivazione e inducendo così la risposta 
immunitaria dell’ospite. Il Tarmogen viene fagocitato e processato dalle APC, per cui i suoi 
epitopi sono presentati sulla superficie di queste cellule complessati sia con il sistema 
maggiore di istocompatibilità di classe I che di classe II. Quindi, gli epitopi (compresi 
quelli virali di HBV) sono riconosciuti dai linfociti T CD8+ citotossici (CTL) e dai linfociti 
T CD4+ helper, rispettivamente. Si ha così l’attivazione funzionale dei linfociti T 
citotossici, ben coadiuvata dalla corretta stimolazione dei linfociti T helper. I CTL 
esplicano le loro funzioni di killing verso le cellule infettate presentanti gli epitopi che ne 
hanno indotto l’attivazione (gli epatociti infettati da HBV). Si ottiene così il controllo 
dell’infezione (http://www.globeimmune.com/platform/technology/). 
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4.2 Approcci terapeutici diretti verso il ciclo biologico del virus HBV 
 
Al fine di sviluppare nuove strategie terapeutiche in grado di interferire con fasi differenti 
del ciclo virale è fondamentale una miglior comprensione del ciclo biologico del virus 
HBV e della patogenesi dell'epatite B cronica. Varie strategie terapeutiche, dirette verso 
differenti step del ciclo di replicazione di HBV, sono attualmente in via di sviluppo. 
 
 
 
4.2.1 Nuovi target terapeutici: il recettore cellulare riconosciuto da HBV ed i 
meccanismi d'ingresso del virus negli epatociti 
 
La prima fase nel ciclo biologico del virus HBV è il riconoscimento del recettore cellulare 
dell'ospite da parte delle proteine del capside virale. Identificare il recettore presente sugli 
epatociti potrebbe portare a sviluppare farmaci in grado di inibire il legame tra virus e 
cellula ospite e bloccare così l'infezione. Un simile trattamento, capace d'inibire a priori 
l'infezione virale, rappresenta la miglior strategia possibile nel fronteggiare un agente 
patogeno. La difficoltà nel determinare qual è la molecola cellulare riconosciuta dall'HBV, 
così come la comprensione delle varie fasi del ciclo cellulare del virus, sono determinate 
dalla mancanza di un valido modello di infezione in vitro. Infatti, l'HBV è in grado 
d'infettare esclusivamente le linee cellulari primarie di epatociti umani o provenienti dalla 
tupaia e la linea cellulare immortalizzata HepaRG, ben differenziata in epatociti, 
disponibile solo recentemente. Utilizzando questi sistemi in vitro è stato riportato che 
l'HBV riconosce la catena laterale del proteoglicano eparan solfato associato agli epatociti. 
Tuttavia, l'espressione ubiquitaria di questa molecola non giustifica l'epatotropismo virale, 
per cui, molto probabilmente, il legame con l'HBV rappresenta un primo step all'interno di 
un processo costituito da varie fasi. Uno studio elegante, in cui i peptidi foto reattivi 
derivati dal dominio compreso tra gli aminoacidi 2-47 della proteina Large (pre-S1) di 
HBV venivano usati come “esca” per identificare le proteine in grado di interagire con gli 
epatociti primari della tupaia, ha messo in luce che questi si legavano al cotrasportatore 
polipeptidico del sodio turcolato (sodium taurocholate cotransporting polypeptide, NTCP) 
(Ezzikouri S et al., 2014). NTCP è un membro della famiglia di trasportatori di soluti 10 
(solute carrier family 10, SLC10) che costituisce il maggior sistema di internalizzazione 
della bile presente negli epatociti ed è localizzato verso la membrana basolaterale di 
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quest'ultimi. Il silenziamento mediante piccoli RNA interference sia negli epatociti primari 
di tupaia che nella linea cellulare HepaRG portava ad una riduzione significativa della 
capacità d'infezione dell'HBV. Recentemente è stato dimostrato che sia la catena leggera 
della ferritina (Ferritin Light Chain, FLC) che l'antigene 1 del carcinoma squamoso 
(Squamous Cell Carcinoma Antigen 1, SCCA1) potrebbero funzionare da co-recettori nel 
legame di HBV alle cellule ospiti.  
Una volta avvenuto il legame tra il recettore, o i recettori cellulari, e le proteine di 
superficie di HBV si ha l'internalizzazione del virus negli epatociti. Il processo con cui 
l'HBV penetra nelle cellule ospiti è tuttora poco conosciuto, ma la comprensione dei 
meccanismi che vi sono alla base è fondamentale per la messa a punto di nuovi approcci 
terapeutici capaci di contrastare l'infezione da HBV, sia in fase acuta che cronica. Sono 
stati identificati vari peptidi, derivati dall'antigene di superficie Large in grado d'inibire 
l'infezione virale a concentrazioni nanomolari sia in vitro che in modelli animali.  
Tra questi troviamo il Myrcludex B, costituito da un peptide meristilato, sintetizzato 
chimicamente, contente gli aminoacidi 2-48 dell'antigene di superficie Large di HBV. Il 
Myrcludex B non solo previene efficacemente la diffusione dell'HBV negli epatociti umani 
in vivo (come dimostrato nel modello animale del topo SCID trapiantato con epatociti 
umani, Volz T et al., 2013), ma inibisce anche l'amplificazione del pool di cccDNA 
all'interno dei primi epatociti che sono stati infettati dal virus. Questa molecola inibisce il 
riconoscimento tra il virus e gli epatociti dell'ospite bloccando proprio il recettore NTCP 
mediante un legame stabile ed altamente specifico, che confonde l'HBV indirizzandolo 
verso un pathway non produttivo, prevenendo così l'infezione delle altre cellule. Questo 
meccanismo d'azione unico offre la possibilità di raggiungere le due più importanti 
esigenze mediche: cioè l'eradicazione dell'HBV oltre all'attività antivirale diretta verso il 
virus dell'epatite D (hepatitis D virus, HDV). I risultati dello studio clinico di fase I su 
volontari sani, condotto al fine di valutare la farmacocinetica, la farmacodinamica ed il 
profilo di sicurezza di Myrcludex B, hanno mostrato che il farmaco è sicuro e ben tollerato. 
Sono attualmente in corso uno studio di fase IIa in soggetti con infezione cronica da HBV 
ed uno studio minore in soggetti con epatite D cronica, i cui risultati saranno disponibili a 
breve (http://www.hepatera.ru/?ln=en).  
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4.2.2 Eliminazione del cccDNA di HBV dagli epatociti infetti  
 
Come illustrato nei paragrafi precedenti, il cccDNA virale rappresenta l'ostacolo principale 
alla messa a punto di una terapia in grado di eradicare definitivamente il virus dalle cellule 
ospiti. L'accumulo di questo intermedio replicativo di HBV è refrattario anche alla terapia 
con gli antivirali orali, i quali, così come quella a base di interferoni, non sono in grado di 
eliminare il virus dall'ospite ma si limitano a indurre la soppressione della replicazione 
virale. Un trattamento in grado di eliminare il cccDNA sarebbe un farmaco veramente 
curativo, in quanto in grado di eradicare l'infezione virale; tuttavia la ricerca in questo 
campo sta muovendo adesso i primi passi.  
Recentemente sono stati identificati due composti correlati strutturalmente alle 
solfonammidi capaci di inibire, già a concentrazioni micromolari, la conversione del DNA 
circolare rilassato (rcDNA) nel cccDNA, evento che rappresenta il primo step 
nell'instaurarsi dell'infezione virale.  
Un altro approccio prevede l'uso di nucleasi zinc finger, queste sono enzimi di restrizione 
che operano dei tagli nel DNA genomico virale. Quando il filamento di DNA viene 
riparato possono verificarsi mutazioni o delezioni all'interno del genoma virale. 
Considerata l'estrema sovrapposizione genica di HBV molto probabilmente le varianti 
virali saranno difettive. Quindi, in questo modo si ottiene sia la degradazione del cccDNA 
che lo sviluppo di virus difettivi.  
Tuttavia, le proteasi zinc finger potrebbero agire anche casualmente su altri target per cui si 
rende necessario il rilascio degli enzimi direttamente nel fegato, per esempio mediante 
vettori virali (Fletcher SP e Delaney VE, 2013).  
 
 
 
4.2.3 Inattivazione funzionale del cccDNA di HBV  
 
Altrimenti un altro approccio terapeutico consiste nell'inattivare il cccDNA dal punto di 
vista funzionale, sia prevenendo la trascrizione degli mRNA codificanti le proteine virali 
che degradando gli mRNA già trascritti. Entrambe le strategie portano all'inibizione della 
traduzione delle proteine di HBV e quindi della progenie virale, ottenendo pertanto il 
blocco dell'infezione e della sua diffusione. 
Considerato che il cccDNA è presente negli epatociti infetti come un vero e proprio 
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minicromosoma, complessato con le proteine istoniche cellulari, è possibile prevenirne la 
trascrizione silenziandolo epigeneticamente. È stato descritto che l'IFN-alfa è capace di 
inattivare il cccDNA mediante modifiche epigenetiche (Belloni L et al., 2012). 
Esperimenti, sia in vitro che nel modello animale del topo SCID trapiantato con gli 
epatociti umani, indicano che in seguito all'esposizione all'IFN-alfa i livelli degli mRNA 
virali erano fortemente ridotti, mentre il numero di copie del cccDNA non veniva 
modificato. Inoltre, la riduzione dei trascritti correlava con la diminuzione degli istoni 
acetilati complessati al cccDNA. Sebbene questa strategia terapeutica sia molto 
promettente, un grosso limite è rappresentato dal regolare selettivamente il genoma virale 
(il cccDNA) senza interferire con l'inibizione o l'attivazione della trascrizione dei geni 
dell'ospite.  
Alternativamente gli mRNA virali possono essere silenziati mediante l'impiego di 
oligonucleotidi antisenso, ribozimi o RNA interference (RNAi). I trascritti di HBV si 
prestano bene all'applicazione di queste metodiche in quanto presentato tutti la stessa 
sequenza all'estremità 3', per cui è sufficiente sviluppare un'unica molecola diretta verso 
questa estremità per silenziare tutti gli mRNA virali. I progressi maggiori sono stati 
effettuati nella metodica dell'RNA interference. Infatti, vari lavori hanno dimostrato che gli 
mRNA virali possono essere degradati in seguito al trattamento con RNAi sia in modelli in 
vitro che animali. Il limite principale di questo approccio è rappresentato dal rilascio del 
farmaco direttamente a livello epatico. Tuttavia la terapia basata sugli RNAi in alcune 
patologie è già disponibile, pertanto potrebbe essere sviluppata anche per l'infezione 
sostenuta da HBV (Fletcher SP e Delaney VE, 2013). 
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5. Discussione e conclusioni 
 
 
 
L’epatite B cronica rappresenta un problema della salute pubblica mondiale. Difatti, 
nonostante la disponibilità di un vaccino profilattico, ammontano a circa 350-400 milioni 
le persone infettate dal virus HBV.  
Sebbene il trattamento dell’epatite B cronica sia migliorato notevolmente negli ultimi 
decenni e varie strategie terapeutiche in via di sviluppo abbiano superato con successo gli 
studi pre-clinici, non è ancora stata messa a punto una terapia efficace, in grado di 
eradicare definitivamente l’infezione.  
I trattamenti attualmente disponibili si basano su due approcci distinti. Da un lato troviamo 
gli interferoni, molecole ad azione immunomodulatoria, in grado di indurre nei soggetti 
quei meccanismi del sistema immunitario che portano al controllo dell’infezione. 
Dall’altro vi sono gli analoghi nucleos(t)idici, piccole molecole capaci di inibire la 
replicazione virale interferendo con proteine essenziali del virus. Purtroppo entrambe le 
terapie presentano dei limiti. Infatti, gli interferoni sono in grado di indurre una risposta 
sostenuta al termine del trattamento solo in una quota parte dei soggetti (circa il 33%) e 
presentano, oltretutto, un’elevata incidenza di effetti collaterali, anche severi.  
Al contrario, le terapie a base di analoghi nucleos(t)idici orali sono più sicure, ma 
nonostante siano state introdotte recentemente due molecole (entecavir e tenofovir) con 
elevata potenza antivirale e ridotta o nulla incidenza di resistenza al farmaco, la 
percentuale di soggetti trattati che va in contro alla perdita dell’HBsAg e sieroconversione 
(ad oggi la miglior risposta ottenibile con i farmaci in commercio) è estremamente limitata. 
Pertanto, vi è urgente bisogno di sviluppare nuove terapie capaci di curare definitivamente 
l’epatite B, magari caratterizzate da un periodo di trattamento finito nel tempo.  
Per quanto riguarda la possibilità di sviluppo di nuovi analoghi nucleos(t)idici orali 
recentemente è stata messa in commercio l’associazione di tenofovir con l’emtricitabina 
(Truvada ®) per il trattamento dell'infezione sostenuta da HIV. L’emtricitabina è anche un 
efficace inibitore della replicazione dell'HBV, tuttavia le sue caratteristiche e il profilo di 
resistenza sono simili a quelli della lamivudina, per cui difficilmente andrà incontro ad un 
ulteriore sviluppo come monoterapia per l’epatite B cronica. Ad ogni modo le formulazioni 
attuali di tenofovir/emtricitabina sono valide alternative al trattamento con il solo tenofovir.  
Similmente, la combinazione di entecavir ed adefovir dipivoxil è risultata efficace nel 
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determinare una risposta virologica nei pazienti con epatite B cronica dopo il fallimento di 
terapie basate su altri antivirali orali (Menéndez-Arias L et al., 2014).  
Per alcuni fosfonati, simili ad adefovir e tenofovir, come besifovir o nuovi derivati di 
tenofovir con migliori proprietà farmaceutiche e tossicologiche (ad esempio tenofovir 
alafenamide e AGX- 1009, Tabella 2) sono in corso studi clinici avanzati. 
Studi in vitro hanno dimostrato che besifovir è efficace contro i ceppi di HBV resistenti 
alla lamivudina, adefovir dipivoxil, entecavir e telbivudina. Tuttavia, la terapia con questa 
molecola probabilmente richiederà il trattamento supplementare con L-carnitina per 
mitigare alcuni dei suoi effetti collaterali.  
Come illustrato nei paragrafi precedenti la polimerasi di HBV è un enzima dotato di varie 
attività. Gli antivirali orali sono in grado d’inibire la replicazione virale inibendo la 
funzione di trascrittasi inversa dell’enzima. Tra i nuovi approcci terapeutici sono in studio 
molecole capaci di interferire con le altre funzioni della polimerasi virale, come l'attività di 
RNasi H. A tal proposito è stato dimostrato recentemente che alcune molecole in grado 
d’inibire l’RNasi H di HIV, per es. il b-tujaplicinolo (b-thujaplicinol), sono efficaci anche 
verso l'enzima di HBV. Questi studi indicano che tali inibitori dell’RNasi H non possono 
essere usati in monoterapia (Hu Y et al., 2013). Tuttavia, la loro combinazione con gli 
analoghi nucleos(t)idici potrebbe portare ad un beneficio dal punto di vista clinico dato 
che, molto probabilmente, operano in modo additivo o sinergico con i farmaci attualmente 
disponibili. Inoltre, le naftiluree appartenenti alla famiglia dell'acido J carbonilico sono 
state descritte come potenti soppressori dell’attività di priming della polimerasi virale nel 
modello animale dell’anatra, interferendo con la formazione del complesso di iniziazione 
della polimerasi. 
Per quanto concerne la possibilità di associazioni terapeutiche tra le terapie già approvate, 
alcuni studi hanno mostrato che l’efficacia dell’IFN-alfa in combinazione con gli analoghi 
nucleos(t)iditci era superiore alle monoterapie sia con interferone che con gli antivirali 
orali, come la lamivudina. Al contrario, altri autori descrivono che la terapia combinata non 
mostrava risultati migliori rispetto alla terapia solo con Peg-IFN-alfa. Attualmente sia le 
linee guida Asiatiche che Europee raccomandano le terapia con entecavir o tenofovir nei 
soggetti che non rispondono al trattamento con interferoni.  
È tuttora controverso se l’associazione terapeutica di due analoghi nucles(t)idici o 
dell’interferone con un antivirale orale sia più efficace rispetto alle singole terapie nel 
trattamento dell’epatite B cronica. Probabilmente l’associazione del trattamento tra gli 
antivirali o gli interferoni con altre immuoterapie potrebbe portare a dei benefici migliori 
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(Wang L. et al., 2014). 
Negli ultimi anni, sono stati descritti vari agenti con attività anti-HBV. Tra questi troviamo 
molecole naturali, altre sintetizzate chimicamente, peptidi e proteine, acidi nucleici (es. 
siRNA) ecc. 
Gli agenti di origine vegetale, costituiscono una fonte promettente per l’identificazione di 
nuovi farmaci per il trattamento dell’epatite B cronica. Difatti il mondo vegetale presenta 
un’ampia risorsa di molecole, con differenti strutture chimiche, oltre a svariate attività 
biologiche e meccanismi di azione.  
Rispetto ad altri potenziali farmaci, le molecole di origine naturale presentano alcuni 
vantaggi unici. Innanzitutto, gli agenti naturali costituiscono una vasta risorsa, molti dei 
quali con abbondanti esperienze cliniche. Difatti vari agenti naturali con proprietà 
antivirali, antiinfiammatorie, antitumorali ecc., sono usati da lungo tempo per il 
trattamento di epatopatie o come epatoprotettori. Tra questi alcuni si sono dimostrati in 
grado d’inibire l’HBV in studi recenti (Li-Peng Q. et al., 2013). Durante l'impiego a lungo 
termine di questi agenti vegetali sono state raccolte informazioni cliniche preziose, 
pertanto la loro tossicità e gli effetti collaterali sono ormai ben noti. Di conseguenza i 
tempi di ricerca e sviluppo per questi potenziali farmaci potrebbero essere notevolmente 
ridotti. Inoltre, possono essere effettuate modifiche su questi composti attivi al fine di 
migliorare gli effetti inibitori e la biodisponibilità orale, oltre a ridurre la tossicità e gli 
eventi avversi. 
In secondo luogo, considerato che le molecole di origine vegetale possono essere ottenute 
da piante diverse, esse presentano strutture, attività biologica e meccanismi di azione 
differenti.  
Nel complesso questi agenti non solo hanno la capacità d’inibire il ciclo biologico di HBV 
in diversi step, ma agiscono anche sugli elementi dell’ospite necessari alla replicazione 
virale.  
La maggior parte delle molecole naturali hanno meccanismi d’azione differenti dalle 
terapie approvate per il trattamento dell’epatite B cronica (gli IFN e gli analoghi 
nucleos(t)idici orali). Difatti, tali molecole naturali sono in grado d’inibire 
significativamente anche i mutanti di HBV resistenti agli antivirali orali, per cui sono 
idonei per il trattamento di pazienti resistenti a quest’ultime terapie. 
Per quanto concerne i limiti e le difficoltà nello sviluppo di farmaci a base di composti 
naturali è da tener presente che per la maggior parte delle molecole gli studi si sono 
concentrati sul saggiare le capacità inibitorie; mentre i loro meccanismi e target d’azione 
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sono tuttora poco conosciuti, Ciò frena l’ulteriore sviluppo, in termini di efficacia e di 
sicurezza, del potenziale farmaco.  
Un’altra difficoltà è rappresentata dal fatto che la maggior parte delle “droghe” vegetali 
sono complesse e la quantità di ogni componente è influenzata dall’ambiente di crescita 
(es. latitudine, temperatura).  
Altre molecole, come la curcumina, per cui i meccanismi d’azione sono stati ben descritti 
presentano problemi di formulazione che ne ostacolano la rapida applicazione in clinica. 
Difatti la curcumina è poco solubile in acqua e presenta ridotte disponibilità orale ed 
emivita, oltre a potenziale tossicità, tutti elementi che ne limitano l’uso (Li-Peng Q. et al., 
2013). Pertanto prima dello sviluppo clinico dovranno essere effettuate modifiche alla 
molecola oppure impiegati nuovi sistemi di rilascio del farmaco. 
 Per quei composti ed estratti vegetali che hanno dimostrato possedere attività anti-HBV 
sono necessari ulteriori studi in vitro e in vivo al fine di identificare quali sono i 
componenti attivi e quelli tossici, comprendere i meccanismi d’azione i possibili target 
terapeutici ed identificare le dosi di somministrazione sicure ed eventuali associazioni 
terapeutiche, prima di poter essere impiegati in modo sicuro ed efficace nei pazienti con 
epatite B cronica.  
Quindi, i risultati della ricerca di nuovi agenti vegetali, compreso lo studio dei loro 
meccanismi e target d’azione, forniscono informazioni preziose per la loro applicazione 
clinica, nonché per lo sviluppo di nuovi biomarcatori per la diagnosi dell’epatite B, o per lo 
screening di nuovi agenti anti-HBV.  
Infine, dato che gli agenti naturali attualmente in studio sono una minima parte della 
risorsa vegetale realmente disponibile, è necessario un grande impegno da parte della 
ricerca scientifica mondiale per identificare nuovi agenti con proprietà anti-HBV.  
Nonostante la disponibilità di numerosi nuovi trattamenti, uno degli obiettivi a lungo 
termine nella lotta contro l'epatite B è la completa eradicazione del reservoir intraepatico 
rappresentato dal cccDNA, evento che permetterebbe la definitiva eliminazione del virus.  
Difatti la semplice inibizione della replicazione virale, pur se esplicata mediante 
meccanismi diversi da quelli esercitati dagli antivirali in commercio, è improbabile che sia 
in grado di “curare” l’infezione a meno che non abbia effetto sul cccDNA o induca una 
risposta immunitaria efficace e competente in grado di controllare l’infezione. 
L’approccio migliore sarebbe inibire direttamente il cccDNA, strategia però difficilmente 
raggiungibile con le terapie convenzionali considerato che il target è proprio un acido 
nucleico. Per raggiungere tale obiettivo è necessario ricorrere a nuovi approcci terapeutici, 
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come l’impiego delle nucleasi zinc finger o il controllo della regolazione epigenetica della 
trascrizione del cccDNA, che però presentano il grosso limite della selettività. 
L’interferone-alfa può reprimere l'attività trascrizionale del cccDNA attraverso alterazioni 
epigenetiche (Belloni L et al., 2012), tuttavia, l'efficacia del trattamento è limitata dai 
pesanti effetti collaterali sistemici.  
In ogni caso, una migliore conoscenza del processo che porta alla formazione del cccDNA 
a partire dall’intermedio replicativo suo precursore, l’rcDNA, potrebbe facilitare 
l'identificazione di nuovi bersagli farmacologici e lo sviluppo di terapie efficaci 
(Menéndez-Arias L et al., 2014). 
Altri approcci come l’inibizione diretta degli mRNA virali sono metodiche più facilmente 
realizzabili dal punto di vista tecnico, anche nel breve termine. 
La recente scoperta del recettore (NTCP) che media l’ingresso di HBV negli epatociti 
aprirà molto probabilmente nuove strade alla scoperta di farmaci innovativi. Tuttavia, è 
altresì necessario lo sviluppo di nuovi modelli in vitro che meglio supportano la 
replicazione virale e rappresentano la reale interazione che avviene in vivo tra il virus e il 
sistema immunitario dell’ospite.  
La risoluzione spontanea dell’infezione acuta da HBV, che si verifica annualmente in una 
quota parte dei pazienti, evidenzia come il sistema immunitario dell’ospite abbia la 
potenzialità di controllare stabilmente la replicazione virale. Purtroppo gli approcci 
immunoterapeutici finora hanno avuto scarso successo. Tuttavia, negli ultimi decenni è 
aumentata la conoscenza riguardo ai deficit del sistema immunitario che determinano 
l’evoluzione dell’infezione verso la cronicità (per es. l’“esaurimento” –exhaustion - dei 
linfociti B e T). Ciò offre la possibilità di sviluppare nuove strategie per il trattamento 
dell’epatite B cronica. Il PEG-IFN-λ1a e la molecola GS-9620, un agonista di TLR7, sono 
due degli approcci immunoterapeutici più promettenti in via di sviluppo. Molto 
probabilmente anche altri agenti immuno-modulatori inizieranno il lungo percorso degli 
studi clinici nei prossimi anni. Ciò nonostante, queste terapie prima di ottenere 
l’autorizzazione all’immissione in commercio dovranno superare il loro limite principale: 
determinare un’attivazione selettiva, specifica e sicura del sistema immunitario. 
Un altro approccio interessante, che non presenta problemi legati alla selettività, è 
rappresentato dall’inibizione delle proteine virali in grado di inibire la risposta del sistema 
immunitario dell’ospite (per es. HBeAg ed HBx). Tuttavia, le interazioni tra virus ed ospite 
sono state studiate prevalentemente in modelli in vitro, pertanto i meccanismi che si 
verificano realmente nell’interazione uomo-HBV devono ancora essere compresi. 
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Nel complesso questo scenario illustra bene la difficoltà che incontra la ricerca e sviluppo 
di nuovi trattamenti per l’epatite B cronica. Sebbene siano stati identificati vari nuovi 
approcci terapeutici, il loro trasferimento nella pratica clinica è arduo e solamente pochi 
potenziali farmaci iniziano il lungo percorso degli studi clinici. 
La speranza è che nei prossimi anni, questa tendenza possa essere invertita e che possano 
essere fatti grandi passi avanti per il trattamento dei soggetti con infezioni persistenti da 
HBV. 
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